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Resumen 
 
Pomacea maculata (Gastropoda: Ampullariidae) es un caracol dulceacuícola nativo de 
Sudamérica que ha sido introducido en el sudeste asiático, Europa e islas del Océano Pacífico donde 
se ha convertido en una seria plaga para la agricultura, principalmente en cultivos de arroz y taro. 
Estos organismos representan también un riesgo sanitario importante como hospedadores 
intermediarios de varios parásitos, como el nematode Angiostrongylus cantonensis, agente causal de 
una meningoencefalitis eosinofílica humana. Su introducción en nuevas áreas también ha generado un 
gran impacto ecológico en los sistemas acuáticos invadidos. Además de la demanda de conocimiento 
en busca de soluciones para los problemas antes mencionados, otras características llamativas de los 
ampuláridos han despertado el interés para la investigación de su biología. En particular, su inusual 
modo de vida anfibio despierta interrogantes acerca del origen de novedosas adaptaciones anatómicas 
y comportamentales, en ocasiones únicas, como la presencia de un doble sistema respiratorio y la 
estrategia reproductiva de oviposición aérea. Así, en el proceso de oviposición, las hembras del género 
Pomacea, depositan sus huevos fuera del agua en masas calcáreas que quedan expuestas a las 
condiciones severas del ambiente aéreo como la elevada radiación solar y la temperatura, la 
desecación y los depredadores terrestres. A pesar de ello, sus embriones se desarrollan y eclosionan 
normalmente. Este hecho llevó a suponer la existencia en el huevo de algún sistema de protección 
efectivo contra los factores ambientales antes mencionados que además logra disuadir a los potenciales 
depredadores. Apoyando esta hipótesis, y contrariamente a lo esperable, se han registrado muy pocos 
casos de depredación en condiciones naturales. De hecho, esta estrategia reproductiva inusual dentro 
de los ampuláridos, ha sido considerada una característica clave para el éxito evolutivo del género 
Pomacea, el clado más especioso y más ampliamente distribuido de los ampuláridos.  
En los ampuláridos, como en la mayor parte de los gasterópodos, el vitelo tiene escaso 
desarrollo y en su lugar, el embrión está rodeado de un fluido perivitelino (FPV), que constituye la 
principal fuente nutricia para el embrión. Además, el FPV de Pomacea, tiene funciones de protección 
contra los factores bióticos y abióticos arriba mencionados. En particular varias de sus proteínas 
(perivitelinas) han mostrado propiedades fotoprotectoras, antioxidantes, antinutritivas (no digeribles), 
antidigestivas (inhibición de la digestión) y neurotóxicas; asimismo proveen al huevo de una 
coloración muy llamativa, considerada de advertencia (aposemática). Así, las perivitelinas conforman 
un sistema de defensa efectivo que explicaría la viabilidad de los huevos en el hostil ambiente aéreo. 
 La inmensa mayoría de los estudios arriba mencionados, han sido realizados en la especie P. 
canaliculata desconociéndose la composición y propiedades de los huevos de otros ampuláridos. 
Contar con esta información permitiría establecer comparaciones evolutivas sobre el rol de los 
mecanismos defensivos en la estrategia reproductiva, y ayudaría a comprender la importancia de la 
oviposición aérea en la diversificación y dispersión del género Pomacea.  
En este contexto, el objetivo general del presente trabajo de Tesis Doctoral es contribuir al 
entendimiento de la biología reproductiva de los moluscos gasterópodos del género Pomacea, 
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aportando al conocimiento acerca de los mecanismos de defensa de los huevos de la especie P. 
maculata. En particular se pretende obtener información detallada de los componentes de los huevos 
de esta especie y de la presencia de las defensas bioquímicas que han sido encontradas en otros 
ampuláridos, o bien de nuevos mecanismos defensivos. Asimismo, se pretende caracterizar estructural 
y funcionalmente a la PmPV2, la perivitelina ortóloga a la neurotoxina de P. canaliculata (PcPV2), así 
como estudiar su mecanismo de acción e interacción con membranas, evaluar su capacidad para 
ingresar a un potencial depredador, y determinar su capacidad enterotóxica. 
 En primer lugar, analizamos los huevos de P. maculata estudiando su composición general, 
toxicidad, su actividad hemaglutinante, y sus propiedades antinutritivas y antidigestivas. Observamos 
que están compuestos mayormente por polisacáridos y proteínas (perivitelinas), seguidos por 
cantidades menores de lípidos y calcio no soluble. El polisacárido de reserva identificado fue el 
galactógeno, un polisacárido exclusivo de la reproducción de la mayoría de los gasterópodos. Dos 
perivitelinas denominadas PmPV1 y PmPV2, se acumulan masivamente y representan el ~85 % de la 
masa seca de las proteínas totales. Los lípidos más abundantes corresponden a fosfolípidos y 
colesterol. Entre los compuestos inorgánicos, el calcio fue el ión más abundante, relacionado con la 
presencia de una cubierta calcárea que rodea y protege a los huevos de esta especie. Se identificaron 
una gran variedad de potenciales defensas contra factores bióticos particularmente una potente 
actividad tóxica, actividades antidigestivas y antinutritivas y una moderada actividad lectina. La 
inyección i.p. en ratones del FPV de esta especie generó síntomas neurológicos semejantes a los 
reportados para la PcPV2 de P. canaliculata, sugiriendo la presencia de una toxina semejante. Se 
determinó también la presencia de inhibidores de proteasas que podrían actuar como un sistema de 
defensa tanto contra patógenos como contra depredadores (antidigestión). Notoriamente, demostramos 
que el galactógeno es refractario a la digestión in vitro por glicosidasas digestivas, siendo esta la 
primer evidencia de un polisacárido de reserva con una posible función de defensa antinutritiva. En 
conclusión, hemos caracterizado detalladamente el ~99 % de la composición de los huevos y hemos 
identificado múltiples defensas potenciales, provistas no sólo por las proteínas sino que también por el 
galactógeno. Presentamos la primer evidencia, según nuestro conocimiento, de que los azúcares de 
reserva pueden estar involucrados en defensas anti-depredación, y esto brindaría la primer explicación 
de su amplia distribución en los huevos de gasterópodos, aportando asimismo nueva información 
sobre la estrategia reproductiva inusual de Pomacea. 
 En segundo lugar, demostramos que la actividad tóxica de los huevos de P. maculata es 
debida a una proteína de c.a. 400 kDa, la PmPV2, que es ortóloga a la PcPV2 de P. canaliculata. 
Demostramos parte de su mecanismo de acción, observando que esta proteína multimérica forma 
poros con forma de anillo en las células intestinales, alterando la permeabilidad de su membrana y 
llevando a una muerte celular rápida. La PmPV2 es, por tanto, un miembro de las toxinas formadoras 
de poros (PFT). Combina dos proteínas ancestrales del sistema inmune: una lectina con estructura de 
β-propeller unida por puente disulfuro a una proteína de la superfamilia de las citolisinas dependientes 
de colesterol - proteínas del complejo de ataque a membrana/perforina (CDC/MACPF). Esta 
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estructura dimérica recuerda a las “toxinas-AB” descriptas en bacterias y plantas, mientras que en 
animales sólo se había descripto en los huevos de P. canaliculata (toxina PcPV2). En este trabajo 
observamos que el dominio MACPF se encuentra fusionado con un novedoso dominio accesorio, 
presente exclusivamente en los invertebrados, que podría intervenir en la unión de la toxina a la 
membrana de la célula blanco, al que denominamos IMAD. Estudiamos luego la interacción de la 
PmPV2 con membranas y observamos que se une a un receptor glicoproteico mediante la subunidad 
lectina (módulo “B” de delivery) e interacciona fuertemente con el colesterol de la bicapa lipídica para 
penetrar la membrana plasmática por medio de la subunidad MACPF (módulo “A” tóxico). Más aún, 
demostramos que la unión del módulo B es necesaria para la acción citotóxica de la PmPV2. Los 
resultados obtenidos en esta parte del presente trabajo de Tesis Doctoral ubican a las PV2s como las 
primeras PFT descriptas en moluscos y las únicas PFT acumuladas dentro de huevos reportadas hasta 
la fecha. Se brindan asimismo las primeras evidencias acerca del mecanismo de reconocimiento de 
membrana y formación de un poro para una PFT de toda la familia MACPF. 
 Finalmente, analizamos la capacidad de la toxina PmPV2 de resistir la digestión 
gastrointestinal, su interacción con el sistema digestivo y su capacidad de generar una respuesta 
inmune adaptativa, utilizando ratones como animales modelo. Observamos que la PmPV2 tolera el 
paso por el sistema gastrointestinal y llega al intestino de forma activa. Demostramos que luego se une 
a los enterocitos modificando la morfología intestinal para finalmente disminuir la superficie absortiva 
de su mucosa en menos de 48 h. Observamos también que la PmPV2 es citotóxica para las células 
intestinales, y altera la permeabilidad de una monocapa de estas células, estableciendo una posible vía 
de entrada a través del epitelio. Marcando la toxina fluorescentemente vimos que es captada in vivo 
por las células de las placas de Peyer del intestino delgado, indicando otra nueva vía de ingreso al 
sistema. Independientemente del camino que sigue la PmPV2 para atravesar la barrera intestinal, 
observamos que la administración oral de esta toxina genera una respuesta inmune adaptativa en 
ratones produciendo anticuerpos IgG detectados en circulación y capaz de neutralizar el efecto 
neurotóxico de la misma. Los resultados de esta parte del trabajo de Tesis brindan la primera evidencia 
de la/s forma de ingreso a un depredador y sobre todo de que la PmPV2, además de ser una 
neurotoxina, presentaría una importante actividad enterotóxica, pudiendo ser ésta una de las causas del 
comportamiento de evasión por parte de los depredadores.  
 En conjunto, los resultados del presente trabajo de Tesis Doctoral indican que los huevos de P. 
maculata presentan un sistema de defensa bioquímico complejo para repeler a un potencial 
depredador, integrando diversos mecanismos defensivos mediante proteínas y azúcares que a la vez 
sirven de nutrientes para el embrión en desarrollo. Este efectivo sistema defensivo de las especies de 
Pomacea permitiría explicar la escasez de depredadores de sus huevos.  
Finalmente, cabe destacar que el descubrimiento de mecanismos de acción novedosos en 
moléculas bioactivas aumenta el acervo de herramientas potencialmente aplicables en biotecnología y 
biomedicina.  
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Abstract 
 
Pomacea maculata (Gastropoda: Ampullariidae) is a species of freshwater snails native from 
South America that has been introduced into South East Asia, Europe and the Pacific Islands where 
they had become serious agricultural pests, notably in rice and taro crops. These organisms also 
represent an important sanitary risk since they are host for several parasites such as the nematode 
Angiostrongylus cantonensis, which causes a human eosinophilic meningitis. In their invaded areas, it 
has also caused great ecological impact on wetlands. In addition to the need for studies bringing 
solutions to the problems above mentioned, another remarkable characteristics of ampullariids have 
awakened interest in the research of their biology. In particular, the origin of novel anatomic and 
behavioral adaptations to their amphibious lifestyle, such as the presence of a double respiratory 
system and the reproductive strategy of aerial oviposition, are intriguing. In the oviposition process, 
adult females from the genus Pomacea lay their eggs above the waterline in calcareous masses. 
Therefore, these eggs are exposed to the harsh conditions of the aerial environment such as sun 
radiation, high temperatures, desiccation and terrestrial predators. Nonetheless, their embryos develop 
and hatch normally. This fact leads to consider the existence of an effective egg protective system 
against the environmental factors and against potential predators. Supporting this hypothesis, and 
contrary to what was expected, very few cases of predation of these eggs have been reported in nature. 
In fact, this unusual reproductive strategy for an aquatic organism has been considered a key 
characteristic for the evolutionary success of the Pomacea genus, which is the most specious and 
widely distributed of the whole Family.  
As in most gastropods, ampullariids have a reduced vitellus and instead, the embryo is 
surrounded by a perivitelline fluid (PVF), which is the main nutrient source during embryogenesis. 
Besides, the PVF from Pomacea species has protective functions against biotic and abiotic factors. For 
instance, several of its proteins (pevitellins) have photoprotective, antioxidant, antinutritive 
(indigestible), antidigestive (digestion inhibition) and neurotoxic properties; they also provide to the 
eggs with a bright coloration which is considered a warning signal (aposematic). As a whole, 
perivitellins conform an effective defensive system that explains the high viability of the eggs in the 
harsh aerial environment.     
Most of the studies mentioned above have been performed in the species P. canaliculata, 
while the composition and properties of the eggs or their perivitellins from other ampullariids is 
unknown. Having this information would allow evolutionary comparisons on the role of the defensive 
mechanisms in the reproductive strategy of this snails and would help to understand the importance of 
the aerial oviposition in the diversification and spread of the Pomacea genus.  
In this context, the general aim of this PhD thesis is to contribute to the understanding of the 
reproductive biology of the gastropod mollusks of the Pomacea genus, expanding the knowledge 
regarding the egg defense mechanisms of P. maculata. In particular, to obtain detailed information of 
the egg components and of the presence of the biochemical defenses found in other ampullariids, or 
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the description of new defensive mechanisms. Besides, we aim to characterize structurally and 
functionally the protein PmPV2, which is an orthologous perivitellin to the P. canaliculata neurotoxin 
(PcPV2), as well as study its mechanism of toxicity, including membrane interaction, capacity to enter 
into a potential predator, and putative enterotoxic capacity.  
First, we studied the general composition, toxicity, hemagglutinating activity, and antinutritive 
and antidigestive properties of P. maculata eggs. We found that they are mainly composed of 
polysaccharides and proteins (perivitellins), followed by lesser amounts of lipids and non-soluble 
calcium. We identified the storage polysaccharide of the eggs as galactogen, a polysaccharide 
exclusive of the reproduction of most gastropods. Two perivitellins called PmPV1 and PmPV2, are 
massively accumulated and represent ~85 % of the total protein dry matter. The mayor lipid classes 
are phospholipids and cholesterol. Among inorganic components, calcium was the major ion, related 
with the presence of a calcareous capsule that surrounds and protects the eggs of this species. A wide 
variety of putative defenses against biotic factors were identified, including a strong toxic activity, 
antidigestive and antinutritive activities and a mild lectin activity. Mice injected i.p. with PVF of this 
species show neurological symptoms that resemble those reported for the PcPV2 from P. canaliculata, 
indicating the presence of a similar toxin. The presence of protease inhibitors was also detected, which 
could be acting as a defense system against pathogens or predators (antidigestive). Remarkably, we 
demonstrate that the galactogen is refractory to in vitro digestion by digestive glycosidases, this being 
the first evidence of a storage polysaccharide with a putative function in an antinutritive defense. In 
conclusion, we have characterized in detail ~99 % of the whole composition of the eggs and we have 
identified multiple putative defenses, not only provided by proteins but also by the galactogen. We 
present the first evidence, to the best of our knowledge, that storage sugars may be involved in anti-
predator defenses providing the first explanation of its spread among gastropod eggs instead of 
glycogen, contributing at the same time with new information regarding the unusual reproductive 
strategy of Pomacea.  
We also determined that the toxic activity of P. maculata eggs is due to a 400-kDa protein, 
PmPV2, which is orthologous to PcPV2 from P. canaliculata eggs. We demonstrated part of its 
mechanism of action, where this multimeric protein forms ring-like pores in intestinal cells, altering 
the membrane permeability and leading to a fast cell death. PmPV2 is, therefore, a member of the 
pore-forming toxins (PFT), which combine two ancestral proteins from the immune system: a lectin 
with a β-propeller structure joined by disulfides to a protein from the Cholesterol Dependent 
Cytolysins - Membrane Attack Complex/Perforin (CDC/MACPF) superfamily. This dimeric structure 
resembles that of the “AB-toxins” reported for bacteria and plants, and in animals only described in 
the eggs of P. canaliculata (PcPV2 toxin). In this PhD thesis we observed that the MACPF domain is 
fused with a novel ancillary domain that we called IMAD, which is exclusive of invertebrate MACPFs 
and could be involved in the toxin binding to the membrane of the target cell. Then, we studied the 
interaction of PmPV2 with membranes and observed that it binds to a glycoprotein receptor through 
the lectin subunit (delivery “B” moiety) and strongly interacts with cholesterol from the lipid bilayer 
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to penetrate the plasma membrane through the MACPF subunit (toxic “A” moiety). Furthermore, we 
demonstrate that the binding of the B moiety is necessary for the cytotoxic activity of PmPV2. The 
results here obtained locate the PV2s as the first reported PFTs in mollusks and the only ones to be 
stored inside the eggs until date. Likewise, we provide the first evidence regarding the membrane 
recognition and pore formation mechanisms for a PFT from the whole MACPF family. 
Finally, we analyzed the capacity of PmPV2 to resist gastrointestinal digestion, its interaction 
with the digestive system and its capacity to generate an adaptive immune response using mice as 
model animals. We found that the PmPV2 withstands gastrointestinal digestion and reaches the 
intestine in an active form. Once in the intestine, we showed that it binds to the enterocytes, and 
modifies the intestinal morphology diminishing the absorptive surface in less than 48 h. We also found 
that PmPV2 is cytotoxic for intestinal cells and alters the permeability of a monolayer of these cells, 
establishing a putative way of entrance through the epithelial layer. Fluorescently-labeled toxin was 
detected in vivo in cells from the Peyer’s patches of rodents, indicating another way of entrance into 
the circulatory system. Regardless the way that PmPV2 traverses the intestinal barrier, we found that 
mice orally administered with the toxin generates an adaptive immune response, producing circulating 
IgG antibodies and neutralizing its neurotoxic effects. These results provide the first evidences of the 
way/s of entrance of the toxin and most important that the PmPV2 is the first neurotoxin with an 
important enterotoxic activity. This dual toxic capacity could help explain the eggs avoidance behavior 
of predators. 
As a whole, the results from this PhD thesis work indicate that P. maculata eggs present a 
complex and effective biochemical defense system to repel putative predators, integrating several 
defensive mechanisms of proteins and sugars that, at the same time, act as a nutrient source for 
embryo. This efficient defensive system found in Pomacea species would explain the scarcity of 
predators for their eggs.  
Finally, it should be noted that the discovery of novel mechanisms of action of bioactive 
molecules increases the set of tools potentially useful in biotechnology and biomedicine. 
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1. Introducción general 
 
1.1. Aspectos generales de la Familia Ampullariidae. Pomacea maculata Perry, 1810 como 
modelo 
Los ampuláridos (Mollusca: Gastropoda) son caracoles operculados, de agua dulce y anfibios, 
distribuidos predominantemente a lo largo de los trópicos y subtrópicos húmedos de África, América y 
Asia (Berthold 1991), siendo América del Sur la región donde presentan el mayor grado de 
diversificación (Hayes et al. 2009b). Generalmente se refiere a estos caracoles como “caracoles 
manzana” debido a la concha globosa y grande de algunas de sus especies (Hayes et al. 2015). La 
Familia pertenece a los Caenogastropoda, un clado grande y diverso, que contiene aproximadamente el 
60 % de los gasterópodos vivientes (Ponder et al. 2008). 
Esta familia de origen gondwánico comprende 186 especies nominales distribuidas en 9 
géneros, actualmente agrupados como ampuláridos del Viejo Mundo: Afropomus Pilsdbry & 
Bequeaert, 1927, Saulea Gary, 1867 y Lanistes Montfort, 1810 en África, Pila Röding, 1978 en África 
y Asia, y Forbesopomus Bequaert & Clench, 1937 en Asia; y ampuláridos del Nuevo Mundo: 
Felipponea Dall, 1919, Marisa Gray, 1824 y Asolene d’Orbigny, 1838 de América del Sur, y Pomacea 
Perry, 1810 de América del Sur, América Central y el sur de América del Norte (Hayes et al. 2015) 
(Figura 1.1 A). Entre ellos, el género Pomacea es el más derivado y cuenta con el mayor número de 
especies así como la distribución geográfica más amplia, por lo cual es considerado el grupo más 
exitoso desde el punto de vista evolutivo dentro de esta familia (Hayes et al. 2009a). Las especies de 
este numeroso género se agrupan, a su vez, en 4 clados diferentes: Flagellata, que incluye las especies 
P. flagellata, P. sordida, P. patula y P. papiracea, Effusa con P. glauca y P. guayanensis, Bridgesii, 
con las especies P. bridgesii, P. difussa, P. scalaris y P. haustrum y Canaliculata con P. canaliculata, 
P. maculata, P. megastoma, P. lineata, entre otras (Hayes et al. 2009b); siendo Flagellata el clado más 
basal, y los clados Bridgesii y Canaliculata los más derivados (Figura 1.1 B). 
 
Figura 1.1. Filogenia de ampuláridos. A: relación filogenética de los 8 géneros con especies vivientes de 
ampuláridos obtenida a partir de datos moleculares. El número entre paréntesis corresponde al número de 
especies que contiene cada género. Los análisis filogenéticos reportados hasta la actualidad no incluyen al 
género Forbesopomus. B: relación filogenética de las especies del género Pomacea. Modificado de (Hayes et al. 
2015). 
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En su hábitat natural, particularmente en la región Neotropical, los ampuláridos son los 
principales componentes de la diversidad dulceacuícola (Donnay & Beissinger 1993). Debido a que 
algunas especies de estos caracoles presentan gran tolerancia ambiental, elevado potencial 
reproductivo, desarrollo corto, dieta simple y económica, y rápido crecimiento, fueron introducidos 
con propósitos de acuicultivo en América del Norte y Asia, como mascotas de acuario y como fuente 
de alimento para animales y humanos, respectivamente (Cowie 2002; Cowie & Hayes 2012; Hayes et 
al. 2008; Joshi & Sebastian 2006). Como consecuencia de estas actividades, cuatro especies del género 
Pomacea, P. canaliculata, P. maculata, P. scalaris y P. difussa, han invadido nuevas áreas alrededor 
del mundo, incluyendo el Sudeste de Asia, América del Norte y, más recientemente, España (Cowie 
2002; Cowie & Hayes 2012; Hayes et al. 2008; Joshi & Sebastian 2006; López et al. 2010). La 
invasión de estos caracoles, principalmente de P. canaliculata y P. maculata, ha provocado 
importantes impactos a nivel económico, ecológico y sanitario. En algunas regiones, estos caracoles se 
han convertido en grandes pestes para la agricultura, devastando cultivos de arroz, taro y vegetales 
semiacuáticos, principalmente en el sudeste asiático, donde han generado enormes pérdidas 
económicas (Cowie 2002; Joshi & Sebastian 2006). Además, en los ambientes naturales invadidos, se 
ha visto que estos caracoles son capaces de desplazar especies de animales nativos y, debido a su 
hábito alimenticio generalista, han causado alteraciones en el funcionamiento de los ecosistemas de 
agua dulce que han colonizado, amenazando la integridad de los mismos (Carlsson et al. 2004; Cowie 
2002). Finalmente, estos caracoles actúan como hospedadores intermediarios de varios parásitos, 
algunos de los cuales pueden afectar severamente al hombre (Cowie 2002; Lv et al. 2009; Teem et al. 
2013). Relacionado con esto último, existe evidencia de que la dispersión del parásito nematode 
Angiostrongylus cantonensis (Chen, 1935), agente causante de la meningitis eosinofílica humana, está 
asociada con la invasión de nuevas áreas por parte de estos caracoles (Lv et al. 2009; Teem et al. 
2013). La severidad del impacto que estas especies han causado se ve reflejada en el hecho de que una 
de ellas, P. canaliculata, fue catalogada dentro de las 100 peores plagas a nivel mundial (Lowe et al. 
2000). 
Además de la demanda de conocimiento en busca de soluciones para los problemas generados 
por las especies invasoras, otras características llamativas de la biología de los ampuláridos han 
incrementado el interés para la investigación de estos caracoles. En particular, su inusual modo de vida 
anfibio despierta interrogantes acerca del origen de varias características anatómicas y 
comportamentales nuevas, en ocasiones únicas, como por ejemplo la presencia de un doble sistema 
respiratorio, branquial y pulmonar, y la particular estrategia reproductiva de oviposición aérea (Hayes 
et al. 2009a).  
Finalmente, algunas especies del género Pomacea también se destacan como potenciales 
organismos modelo, contando con información referida a su morfología, ecología, comportamiento, 
reproducción, desarrollo, alimentación, entre otros (Hayes et al. 2015). Entre éstas, se encuentra la 
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especie de caracol dulceacuícola, P. maculata (Figura 1.2), especie tipo del género y objeto de estudio 
del presente trabajo de tesis.  
 
Figura 1.2. Pomacea maculata. A: ejemplar adulto de P. maculata. C: concha; O: ojo; Op: opérculo; P: pie; S: 
sifón; Tc: tentáculo cefálico; Tl: tentáculo labial. La barra representa 1 cm. B: rango de distribución nativa. Las 
áreas sombreadas representan rangos de distribución determinados por sitios de muestreo y la línea punteada 
representa el rango inferido en base a registros publicados y similitud de hábitats. Tomado de (Hayes et al. 
2012).  
 
1.2. Biología reproductiva 
El periodo reproductivo de los ampuláridos está estrechamente relacionado con el ambiente 
donde habitan, siendo los factores preponderantes la temperatura y la disponibilidad de agua. En 
regiones templadas, los caracoles pueden permanecer varios meses inactivos durante las bajas 
temperaturas del invierno (Seuffert et al. 2010) y generalmente son iteróparos, y tienen 3 o 4 períodos 
reproductivos anuales, en años sucesivos (Estebenet & Cazzaniga 1993; Estebenet & Martín 2002). En 
las regiones tropicales, donde las temperaturas no llegan a bajar lo suficiente como para que los 
caracoles estén inactivos, la reproducción está mucho más condicionada por la disponibilidad de agua 
y suelen reproducirse continuamente (Hayes et al. 2015). 
Los caracoles manzana son dioicos, con fecundación interna y desarrollo directo (Hayes et al. 
2015). El apareamiento ocurre debajo del agua e involucra comportamientos de cortejo seguido de una 
cópula de duración variable. Es común que las hembras copulen con varios machos, reservando el 
esperma de éstos, incluso, por varios periodos reproductivos (Albrecht et al. 1996, 1999; Burela & 
Martín 2011; Estebenet & Cazzaniga 1993). 
Los ampuláridos, como la mayoría de los gasterópodos, tienen huevos con relativamente poco 
vitelo, el cual se encuentra reducido a gránulos proteicos no nutritivos con funciones poco claras. En 
su lugar, una glándula anexa del útero, la glándula del albumen, sintetiza y rodea al oocito fecundado 
con un fluido perivitelino (FPV), compuesto predominantemente de galactógeno, proteínas y calcio, y 
que constituye la principal fuente nutricia para el embrión (Catalán et al. 2002; De Jong-Brink et al. 
1983). Siguiendo su camino por el oviducto hacia el exterior, una segunda glándula anexa, la glándula 
de la cápsula, rodea al huevo de una cubierta protectora de mucopolisacáridos que, en Pomacea y Pila, 
se calcifica para constituir un huevo verdaderamente cleidoico (Catalán et al. 2002; Pizani et al. 2005).   
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Existen dentro de la Familia Ampullariidae dos estrategias de desove diferentes. Por un lado, 
los  géneros Afropomus, Asolene, Felipponea, Lanistes, Marisa y Saulea depositan sus huevos en 
masas gelatinosas debajo del agua, sobre la vegetación sumergida. Por otro lado, las especies de 
Pomacea y Pila depositan sus huevos en masas calcáreas fuera del agua (Figura 1.3 A), una estrategia 
inusual entre los gasterópodos acuáticos (Hayes et al. 2015; Heras et al. 2007). Esta estrategia de 
oviposición aérea pudo haber evolucionado como una forma de evadir la depredación o el canibalismo 
que pueden sufrir los huevos sumergidos (Hayes et al. 2015). La mayoría de las especies de Pomacea 
depositan sus huevos bien por encima del agua, sobre vegetación emergente, troncos, rocas y otras 
superficies duras, mientras que Pila deposita sus huevos sobre la vegetación cerca de la línea de agua 
o sobre el suelo, en los márgenes del cuerpo de agua (Hayes et al. 2015). Notoriamente, en contraste 
con los huevos blanquecinos o translúcidos de la mayoría de los ampuláridos, los huevos del género 
Pomacea presentan coloraciones llamativas que van del verdoso al rojo-anaranjado (Hayes et al. 
2015). Estas particularidades en la reproducción de los caracoles del género Pomacea, junto con el 
hecho de que se trata del género evolutivamente más exitoso, llevó a considerar a la estrategia de 
oviposición aérea como una adquisición clave en la diversificación y la dispersión de este grupo 
(Hayes et al. 2009a).  
En el caso de P. maculata, las puestas son muy grandes y comprenden desde unos pocos 
cientos a más de 4.500 huevos pequeños, con un diámetro de 1,9 ± 0,03 mm (Barnes et al. 2008) 
(Figura 1.3 B). Estas puestas tienen una coloración conspicua que va de rosa-rojizo a anaranjado-
rojizo cuando son recién depositados y se vuelven blanquecinos durante el desarrollo (Hayes et al. 
2012). A estos huevos les lleva entre 1 y 3 semanas eclosionar, dependiendo de la temperatura 
(Howells et al. 2006; Seuffert et al. 2012), y tienen una eficiencia de eclosión promedio de 70,8 % en 
el campo (Barnes et al. 2008). De este modo, una sola puesta grande de P. maculata excede el total de 
fecundidad anual estimado para la especie invasora emparentada, P. canaliculata, resaltando su gran 
potencial invasor (Barnes et al. 2008). 
 
 
Figura 1.3. Estrategia reproductiva de los ampuláridos. A: diferentes estrategias reproductivas dentro de los 
ampuláridos: fuera del agua (Pomacea y Pila) y debajo del agua (Afropomus, Lanistes, Saulea, Felipponea, 
Marisa y Asolene). B: puesta de huevos de P. maculata (foto gentilmente cedida por M.Y. Pasquevich). La barra 
representa 1 cm.  
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1.3. Defensas bioquímicas de los huevos de Pomacea 
La particular estrategia de los caracoles Pomacea de oviponer por fuera del agua, expone los 
huevos a diversos estresores ambientales, como la radiación solar, la desecación, las altas temperaturas 
y los depredadores terrestres, que pueden afectar el desarrollo de los embriones y la supervivencia de 
la descendencia (Heras et al. 2008; Przeslawski 2004). Sin embargo, los ampuláridos proveen a sus 
huevos de un fluido perivitelino (FPV), cuyas proteínas, denominadas perivitelinas, además de nutrir 
al embrión, tienen diferentes roles en la defensa de éste contra distintos factores ambientales y 
depredadores (Hayes et al. 2015).  Hasta la actualidad, los estudios de este tipo de proteínas están 
limitados a los caracoles del género Pomacea, principalmente P. canaliculata y en menor medida P. 
scalaris y P. maculata (Heras et al. 2017; Ituarte et al. 2012, 2018; Pasquevich et al. 2014,m 2017). 
 Dos proteínas mayoritarias, conocidas como perivitelina-1 abreviada PcOvo (anteriormente 
llamada ovorrubina) y perivitelina-2 abreviada PcPV2, han sido caracterizadas en los huevos de P. 
canaliculata (Cheesman 1958; Dreon et al. 2004, 2010, 2013; Garín et al. 1996; Ituarte et al. 2010; 
Sun et al. 2012). Estas dos perivitelinas son proteínas multiméricas con una notable resistencia a la 
temperatura, tolerando hasta 100 °C y 60 °C, respectivamente, son estables en un amplio rango de pH 
y resisten la digestión por proteasas (Dreon et al. 2008; Frassa et al. 2010). La síntesis de estas dos 
perivitelinas tiene lugar en la glándula del albumen, sin precursores circulantes en la hemolinfa (Dreon 
et al. 2002, 2003), del mismo modo que se ha indicado para la mayoría de las perivitelinas a través de 
análisis transcriptómicos (Sun et al. 2012). 
El FPV de P. scalaris también presenta dos proteínas mayoritarias de las cuales, sólo la 
proteína pigmentada, conocida como escalarina o PsSC, ha sido caracterizada (Ituarte et al. 2018; 
Ituarte et al. 2010; Ituarte et al. 2008). El FPV de P. maculata es también similar, con dos perivitelinas 
mayoritarias, PmPV1 y PmPV2 (Pasquevich et al. 2014). Tanto PcOvo como PsSC y PmPV1 actúan 
como transportadoras de cofactores carotenoides, principalmente astaxantina (Cheesman 1958; Dreon 
et al. 2004; Ituarte et al. 2008; Pasquevich et al. 2014). Estas proteínas pigmentadas son, además, las 
principales responsables de la coloración de los huevos y, dada su asociación al carotenoide, han sido 
relacionadas con funciones antioxidantes y fotoprotectoras, que protegerían al embrión del estrés 
oxidativo y la radiación solar, y se asume que también advierten a los potenciales depredadores de las 
defensas del huevo (Dreon et al. 2004, 2006; Heras et al. 2007).  
Por otro lado, teniendo en cuenta que el componente mayoritario del FPV de sus huevos es el 
polisacárido galactógeno, y las perivitelinas antes descriptas presentan un elevado nivel de 
glicosilación, y dada la capacidad de los carbohidratos para retener agua, ambos componentes 
actuarían, además, previniendo la pérdida de agua, protegiendo así a los huevos de la desecación 
(Heras et al. 2007). 
Además de los mecanismos de defensa contra factores abióticos antes mencionados, existen 
dos evidencias que hicieron suponer la presencia de defensas anti-depredador dentro de los huevos de 
los caracoles Pomacea: la ausencia de depredadores de huevos, y el comportamiento de los 
depredadores de los ejemplares adultos de descartar sistemáticamente la glándula del albumen. La 
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mayoría de los trabajos donde se reportan ingestas de los huevos de Pomacea constan de 
observaciones de campo que carecen de una comprobación formal (Hayes et al. 2015). En ellos, sin 
embargo, destaca el hecho de que la fauna que cohabita con estos caracoles ignora las conspicuas 
masas de huevos e incluso, si llegan a ingerirlos, en general son rechazados, tratándose de ingestas 
accidentales. Este comportamiento en los depredadores llevó a suponer la presencia de compuestos no 
palatables en los huevos, donde la coloración de los mismos actuaría como una coloración 
aposemática o de advertencia (Romer 1972; Snyder & Snyder 1971). El único depredador 
formalmente reportado y estudiado experimentalmente es la hormiga de fuego Solenopsis geminata 
(Fabricius, 1804) (Yusa 2001). Si bien, al igual que las especies de Pomacea, la hormiga de fuego es 
nativa de América, este comportamiento de depredación sobre los huevos se reportó únicamente en el 
Sudeste Asiático, donde ambas especies son invasoras (Yusa 2001). 
El otro hecho llamativo que sustenta la idea de presencia de defensas anti-depredador es el 
comportamiento de los depredadores de adultos. Se ha descripto que cuando el gavilán caracolero 
Rostrhamus sociabilis (Viellot, 1817), el carao Aramus guarauna (Linneo, 1766), la rata noruega 
Rattus norvegicus (Berkenhout, 1769) o el mapache Procion lotor (Linneo, 1758), ingieren hembras 
adultas, sistemáticamente reconocen y descartan el útero (Carter et al. 2017; Snyder & Kale 1983; 
Snyder & Snyder 1969, 1971; Sykes 1987; Yusa et al. 2000), a pesar de que este órgano representa 
una parte significativa del valor energético total del caracol (Cadierno et al. 2017a). En estos 
caracoles, la porción más conspicua del útero corresponde a la glándula del albumen,  encargada de 
sintetizar el FPV, y que presenta una coloración llamativa semejante a la de los huevos (Catalán et al. 
2002), volviéndola fácilmente reconocible entre la masa visceral para aquellos depredadores visuales 
(Figura 1.4). 
En este sentido, algunos estudios han identificado varias perivitelinas con funciones asociadas 
a defensas anti-depredador. Por un lado, se ha observado que las perivitelinas mayoritarias PcOvo, 
PmPV1 y PsSC, son  resistentes a la digestión por parte de proteasas digestivas (Dreon et al. 2010; 
Ituarte et al. 2012; Pasquevich et al. 2017), siendo potencialmente capaces de tolerar la digestión 
gastrointestinal. Esto fue comprobado en un estudio in vivo para PmPV1 observando que se recupera 
sin grandes cambios estructurales de las heces de ratones a los que se les administró la perivitelina por 
vía oral (Pasquevich et al. 2017). Esta propiedad de no ser digerible (antinutritiva) disminuye, por 
tanto,  el valor nutritivo de los huevos para los potenciales depredadores. Asimismo, se ha reportado 
para los huevos de P. canaliculata una fuerte actividad inhibitoria de proteasas (Dreon et al. 2010), lo 
que constituiría un efecto antidigestivo que disminuye aún más la capacidad de los depredadores de 
aprovechar los nutrientes ingeridos. Por otro lado, se demostró que la perivitelina PsSC de P. scalaris 
tiene actividad lectina (Ituarte et al. 2012, 2018). Si bien las lectinas (proteínas que unen azúcares con 
elevada especificidad) están generalmente asociadas con la defensa inmune, aglutinando bacterias u 
otros patógenos, esta perivitelina podría actuar en algún mecanismo de defensa anti-depredador como 
ocurre con lectinas reservadas en las semillas de ciertas plantas (Peumans & Van Damme 1995). 
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Una de las defensas anti-depredador más llamativas de estos caracoles es la presencia de una 
toxina. Se ha demostrado que la perivitelina PcPV2, cuando es inyectada intraperitonealmente (i.p.) en 
ratones, se comporta como una potente toxina con efectos sobre el sistema nervioso de los mismos 
(Heras et al. 2008), siendo la primera neurotoxina proteica reportada en huevos. Si bien se han 
descripto ciertos detalles estructurales de esta perivitelina en P. canaliculata (Dreon et al. 2013; Frassa 
et al. 2010; Heras et al. 2008), no se ha determinado el mecanismo de acción de esta toxina, ni se ha 
analizado la actividad tóxica de los huevos de otras especies del género, siendo este uno de los 
objetivos del presente trabajo de tesis. 
Finalmente, a partir del análisis proteómico de los huevos de P. canaliculata y P. maculata, se 
han encontrado otras proteínas con posibles funciones defensivas contra la depredación, como por 
ejemplo inhibidores de proteasas de las familias Kunitz y Kazal, así como quitinasas, glicanasas y 
lectinas, entre otras (Mu et al. 2017; Sun et al. 2012), las cuales se encuentran a la espera de análisis 
funcionales. Todo este conjunto de defensas en los huevos de Pomacea podrían explicar la ausencia de 
depredadores de los mismos. Además, estudios recientes realizados en el útero de P. canalicuata han 
demostrado que tanto la PcOvo como la PcPV2 se encuentran en su forma madura y activa dentro de 
este órgano (Cadierno et al. 2017b). Esto último aporta evidencia de que al menos algunos de los 
mecanismos defensivos encontrados en los huevos están activos en la glándula, lo que explicaría el 
comportamiento de descarte de este órgano por parte de los depredadores de adultos (Cadierno et al. 
2017b). 
 
 
 
Figura 1.4. Glándula del albumen de P. canaliculata. A: aspecto general del útero y su conspicua glándula del 
albumen (flecha) en la masa visceral de una hembra adulta de P. canaliculata. Foto gentilmente cedida por M. P. 
Cadierno. B: conchas vacías y glándula del albumen descartada (flecha) de Pomacea cerca de un posadero de 
gavilán caracolero.  
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2. Objetivos 
 
2.1.  Objetivo general 
La presencia de dos estrategias reproductivas en la Familia Ampullariidae, junto con la de 
proteínas con propiedades defensivas diversas en los huevos del género Pomacea, proveen de un 
modelo único para el estudio de la evolución del modo de vida anfibio y las defensas mediante 
perivitelinas en moluscos (Dreon et al. 2010; Heras et al. 2007). Sin embargo, la mayoría de los 
estudios de las perivitelinas fueron realizados en una única especie, P. canaliculata, y los 
relativamente pocos trabajos en otras especies, restringidos a P. scalaris  y P. maculata, están 
centrados únicamente en la perivitelina mayoritaria de sus huevos, PsSC y PmPV1, respectivamente 
(Ituarte et al. 2012, 2018; Pasquevich et al. 2014, 2017). 
En este contexto, el objetivo general del presente trabajo de tesis es contribuir al 
entendimiento de la biología reproductiva de los moluscos gasterópodos del género Pomacea, en 
particular, aportar al conocimiento acerca de los mecanismos de defensa de los huevos de la especie P. 
maculata. 
 
2.2.  Objetivos específicos 
Como objetivos específicos de este trabajo de tesis se pretende: 
1) Determinar la composición bioquímica y el contenido energético de los huevos de P. maculata 
(sección 4). 
 
2)  Determinar la presencia en su FPV de mecanismos defensivos contra los potenciales 
depredadores (sección 4). 
 
3) Aislar la perivitelina PmPV2 y caracterizar su estructura, así como su estabilidad estructural 
en diferentes condiciones de temperatura, pH y agentes caótropos (sección 5). 
 
4) Evaluar la toxicidad de la PmPV2 en un modelo de mamífero (ratón, Mus musculus) (sección 
6). 
 
5) Analizar el posible mecanismo de acción de la toxina PmPV2 sobre membranas biológicas y 
artificiales (sección 6).  
 
6) Analizar la resistencia de la PmPV2 a la digestión gastrointestinal in vitro e in vivo (sección 
7). 
 
7)  Evaluar los efectos de la PmPV2 sobre las células del sistema digestivo in vitro e in vivo 
(sección 7). 
  
FCNyM-UNLP Matías Leonel Giglio Tesis Doctoral-2019 
11 
 
 
 
 
MATERIALES Y 
MÉTODOS 
GENERALES 
  
3 
FCNyM-UNLP Matías Leonel Giglio Tesis Doctoral-2019 
12
3. Materiales y métodos generales 
 En esta sección se detalla la metodología compartida por dos o más de las secciones 
siguientes. Los detalles particulares así como las metodologías específicas, serán descriptos en la 
sección correspondiente. 
 
3.1. Obtención de la muestra 
Individuos adultos de Pomacea maculata fueron colectados en dos sitios de muestreo 
(33°39’34’’S, 59°41’52’’O y 33°39’28’’S, 59°39’28’’O) a orillas del Río Paraná en el partido de San 
Pedro, Buenos Aires, Argentina (Figura 3.1 A). Dicha localidad se caracteriza por presentar un clima 
templado con una temperatura anual promedio de 17,1°C y un promedio anual de precipitaciones de 
1.066,1 mm (Zanek et al. 2015). Los caracoles fueron encontrados asociados a la vegetación 
(camalotes, juncos, etc.) en cuerpos de agua relativamente profundos (Figura 3.1 B). Los mismos 
fueron transportados en tanques con agua de río del sitio de muestreo hasta las instalaciones del 
bioterio del INIBIOLP, en la Facultad de Ciencias Médicas de la Universidad Nacional de La Plata. 
Los individuos fueron mantenidos en acuarios de 20 L, a una temperatura de 25 ± 2 °C y un 
ciclo de luz:oscuridad de 12 h:12 h y alimentados cada 2-3 días con lechuga (Lactuca sativa L. 1753). 
Los acuarios fueron revisados diariamente y las puestas depositadas sobre las paredes fueron 
cuidadosamente retiradas dentro de las 24 h desde su puesta, pesadas y conservadas a -70 °C hasta su 
procesamiento, de este modo se pudo asegurar que los embriones estaban es un estadio anterior al de 
mórula. 
Algunos de los ejemplares de P. maculata utilizados fueron depositados como material 
voucher en la colección del Museo de La Plata (MLP 13749). 
 
 
 
Figura 3.1. Sitio de muestreo de P. maculata. A: mapa representativo del sitio de muestreo en la localidad de 
San Pedro, Buenos Aires. Inset: ubicación del Partido de San Pedro (en negro) dentro de la Provincia de Buenos 
Aires, Argentina. Las imágenes fueron realizadas mediante el software libre QGIS v.2.14 Essen utilizando 
mapas del Instituto Geográfico Nacional (IGN). B: foto donde se observa el ambiente donde se colectaron los 
adultos de P. maculata. 
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3.2. Preparación del fluido perivitelino 
Para la obtención del FPV de los huevos se realizaron pooles de porciones de igual peso de 3 
puestas obtenidas en diferentes acuarios, y por tanto de diferentes hembras. Las puestas se lavaron con 
buffer Tris-HCl 20 mM pH 7,4 enfriado en hielo y se homogeneizaron en el mismo buffer utilizando 
un homogeneizador tipo Potter (Dragon Lab, OS40-Pro) a 1.450 rpm manteniendo una relación 
buffer:muestra 3:1 v/p. El homogenato fue centrifugado a 10.000 xg durante 30 min a 4 °C en una 
centrífuga Avanti-JE (Beckman) utilizando un rotor de ángulo fijo JA 25.50 (Beckman), para separar 
las cáscaras y restos de mayor tamaño. El sobrenadante fue luego centrifugado a 103.000 xg durante 
50 min a 4 °C en una ultracentrífuga Beckman L8-70 (Beckman) utilizando un rotor de ángulo fijo 
70.1 Ti (Beckman). El sobrenadante obtenido conteniendo la fracción soluble de los huevos, que 
consideraremos como FPV, fue congelado a -20°C hasta su posterior análisis. 
 
3.3. Aislamiento y purificación de la perivitelina-2 de Pomacea maculata 
Para el aislamiento y la purificación de la perivitelina-2 de Pomacea maculata (PmPV2) el 
FPV fue sometido a una ultracentrifugación en gradiente de densidad, seguido de cromatografía 
líquida de alta resolución (HPLC) utilizando, secuencialmente, una columna de intercambio iónico y 
una columna de exclusión molecular.  
 
3.3.1. Ultracentrifugación en gradiente de densidad 
El primer paso para aislar la PmPV2 del FPV constó de una ultracentrifugación en gradiente 
de densidad de NaBr; esta técnica permite separar proteínas de acuerdo a su densidad de hidratación. 
Para ello se colocaron 1,5 mL de FPV sobre 3 mL de una solución de NaBr (δ=1,28 g/L) y se 
centrifugó a 207.000 xg durante 20-22 h a 4°C en ultracentrífuga Beckman L8-70 (Beckman) 
utilizando un rotor de ángulo variable SW 60.Ti (Beckman). Se obtienen 3 bandas contiguas, de las 
que se colectó la fracción media, enriquecida en PmPV2 (Pasquevich et al. 2014) (Figura 3.2 A) y a 
continuación, se realizó el desalado de la solución de NaBr donde se encontraba la proteína 
reemplazando con buffer Tris-HCl 20 mM pH 7,4 utilizando concentradores Amicon Ultra-4 con un 
tamaño de poro de 50.000 Da (Merck Millipore Ltd.) en centrífuga Beckman Avanti-JE utilizando un 
rotor de ángulo variable JS-5.3 a 3.000 xg por 15 min a 4 °C, repitiendo el procedimiento 5 veces y 
reemplazando cada vez el volumen filtrado por el buffer.  
 
3.3.2. Cromatografía líquida de alta resolución (HPLC) 
La purificación de PmPV2 se realizó mediante HPLC acoplado a un detector UV (Agilent 
Technologies, 1260 Infinity), detectando las fracciones proteicas por absorbancia a una longitud de 
onda de 280 nm (Abs280). En primer lugar, se utilizó una columna de intercambio aniónico MonoQTM 
10/100 GL (GE Healthcare Bio-Sciences AB) con buffer Tris-HCl 20 mM pH 8,5 y buffer Tris-HCl 20 
mM NaCl 1M pH 8,5 como fases móviles. El flujo de trabajo utilizado fue de 1 mL/min. Una vez 
estabilizada la columna con el primer buffer se inyectaron 500 μL de la muestra obtenida en la sección 
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3.3.1 y una vez que la muestra ingresó a la columna se incrementó la fuerza iónica pasando de 0 % a 
49,5 % del buffer con NaCl desde el min 4 al 46 con una rampa constante. A continuación se hizo 
circular 100 % del buffer salino por 6 min para eliminar cualquier partícula adherida a la matriz. 
Finalmente, se hizo circular 100 % del buffer inicial para estabilizar la columna y volver a comenzar. 
En estas condiciones, el tiempo de elusión de la PmPV2 fue de 20 a 22 min (Figura 3.2 B). El 
volumen total obtenido se concentró a un 5-10 % utilizando concentradores Amicon Ultra-4 de 50.000 
Da de tamaño de poro (Merck Millipore Ltd.) en centrifuga Avanti-JE (Beckman) utilizando un rotor 
de ángulo variable JS-5.3 (Beckman) a 1.000 xg durante 10 min a 4 °C. 
La proteína fue purificada (clean up) mediante cromatografía de exclusión molecular, 
utilizando una columna Superdex 200 10/300 GL (GE Healthcare Bio-Sciences AB), con buffer Tris-
HCl 20 mM pH 8,5 como fase móvil. El flujo de trabajo fue de 0,5 mL/min, detectándose la proteína 
por Abs280. En estas condiciones, el tiempo de elusión de la PmPV2 fue de 23 a 28 min (Figura 3.2 C). 
Por último, la proteína fue concentrada tal como fue descripto anteriormente. 
La pureza de la PmPV2 en cada paso fue verificada por medio de electroforesis (Figura 3.2 D) 
en PAGE-Nativo (ver sección 3.5.1), revelando la presencia de proteínas por medio de la coloración 
de Azul Brillante de Coomassie G-250 (ver sección 3.5.3). 
 
 
 
Figura 3.2. Pasos de purificación de la PmPV2.  A: resultado de la ultracentrifugación en gradiente de NaBr 
(foto cedida por M. Y. Pasquevich). B: cromatograma  representativo de la purificación por intercambio iónico 
MonoQ. C: cromatograma representativo de la purificación final por exclusión molecular. D: PAGE-Nativo con 
los distintos pasos de purificación de la PmPV2; Std: estándar de peso molecular; FPV: fluido perivitelino de P. 
maculata; PmPV2 MonoQ: fracción concentrada de PmPV2 luego de la purificación por columna de 
intercambio iónico; PmPV2 SEC: fracción concentrada de PmPV2 luego de la purificación por cromatografía de 
exclusión molecular. 
 
3.4. Determinación de la concentración de proteínas 
3.4.1. Método colorimétrico de Lowry 
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El método de Lowry et al. (1951) se basa en la generación de un complejo entre los enlaces 
peptídicos e iones Cu+2 en condiciones alcalinas, que reacciona con el reactivo de Folin-Ciocalteau 
comercial (Biopack, Argentina), produciéndose un cromógeno que absorbe a una longitud de onda de 
750 nm. Para determinar la concentración de la muestra se utilizó una curva estándar realizada con 
diluciones de concentraciones conocidas de albúmina sérica bovina (BSA por sus siglas en inglés) 
(Sigma-Aldrich). Tanto en el caso de las muestras como en el caso de la curva estándar, las 
mediciones se hicieron por triplicado. La absorbancia se midió en un espectrofotómetro Agilent 8453 
UV/Visible (Agilent Technologies, Inc). 
 
3.4.2. Empleando el coeficiente de extinción molar 
El coeficiente de extinción molar (ε) de un compuesto a una determinada longitud de onda 
representa la cantidad de luz que un mol del compuesto absorbe a esa longitud de onda. En proteínas, 
suele utilizarse el coeficiente de extinción a 280 nm (ε280), donde absorben los residuos de 
aminoácidos aromáticos. El ε280 de la PmPV2 determinado experimentalmente fue de 1,198 mg-1.mL 
(ver sección 5.2.2.2). Para obtener la concentración de la PmPV2 por este medio, se registró Abs280 
utilizando un espectrofotómetro Agilent 8453 UV/Visible (Agilent Technologies, Inc.) y se calculó 
según la Ecuación 3.1. 
 
ሾܸܲ݉ܲ2ሿ	ሺ݉݃.݉ܮିଵሻ ൌ ஺௕௦మఴబఌమఴబ ൈ ܨܽܿݐ݋ݎ	݀݁	݈݀݅ݑܿ݅ó݊  [3.1] 
 
3.5. Electroforesis en geles de poliacrilamida (PAGE) 
La pureza de las fracciones proteicas, y la estimación de sus pesos moleculares (PM) fueron 
analizadas por electroforesis en geles en gradiente 4-20 % de poliacrilamida en condiciones nativas 
(PAGE-Nativo). Esta técnica se basa en la separación de las proteínas según la relación entre su carga 
y su masa, mientras se mueven a través de un gel poroso por la aplicación de un campo eléctrico. Dado 
que la separación por PAGE-Nativo no depende exclusivamente de la masa de las proteínas, esta 
técnica no es adecuada para la determinación del PM de estas moléculas. Sin embargo, con el uso de 
geles en gradiente y de tiempos de corrida extensos, cada proteína llega a su poro límite (poro tal que, 
debido a su tamaño, la molécula no puede avanzar más), permitiendo una estimación del PM a partir 
de la comparación con la movilidad de las proteínas estándar (Margolis & Wrigley 1975). 
La presencia y cuantificación de subunidades y protómeros de las proteínas fue determinada 
por electroforesis en condiciones desnaturalizantes (PAGE-SDS), en las que se pierde la estructura 
tridimensional, permitiendo evidenciar los protómeros así como las subunidades por separado si se 
agrega además de un detergente, un agente reductor. En este caso, el agregado del detergente dodecil 
sulfato de sodio (SDS) unifica la carga de todas las proteínas presentes, por lo que la movilidad 
relativa de las moléculas depende exclusivamente de su masa.  
En la electroforesis en dos dimensiones (2-DE), las proteínas son separadas de acuerdo a dos 
propiedades físicas: en una primera dimensión se separan según su punto isoeléctrico (pI) y, en una 
FCNyM-UNLP Matías Leonel Giglio Tesis Doctoral-2019 
16 
 
segunda dimensión, por su peso molecular (PM). Optimizando las condiciones de estas dos 
separaciones sucesivas se pueden analizar prácticamente todas las proteínas de una muestra compleja. 
 
3.5.1. PAGE en una dimensión 
3.5.1.1. PAGE-Nativo 
Se utilizó el sistema de buffers discontinuos de Laemmli (1970) con las modificaciones de 
Margolis & Wrigley (1975) en una cuba electroforética Mini-Protean III (BioRad, Hercules) con geles 
de 0,75 x 8 x 10 cm. En este sistema se utiliza un gel concentrador, de poliacrilamida al 4 % preparado 
en Tris-HCl 125 mM pH 6,8, y un gel separador con un gradiente lineal de tamaño de poro preparado 
en Tris-HCl 375 mM pH 8,8 de 4 a 20 % (p/v) de una mezcla de acrilamida/bisacrilamida (30:0,8 % 
p/v). Para el desarrollo de la electroforesis se utilizó buffer Tris 0,3 % (p/v), glicina 1,4 % (p/v) pH 
8,3, a un voltaje constante de 120 V durante 4 h, donde las proteínas migran hasta su poro límite. Junto 
con las muestras a analizar se sembró una mezcla de proteínas estándar para geles nativos (Amersham-
Pharmacia).  
 
3.5.1.2. PAGE-SDS  
 Se utilizó el sistema de buffers discontinuos de Laemmli (1970). Se emplearon geles 
concentradores y separadores similares a los indicados para PAGE-Nativo, pero con el agregado del 
detergente SDS 0,1 % (p/v). Además, las muestras fueron desnaturalizadas antes de la corrida 
calentándolas a 100 °C durante 10 min en presencia de SDS 0,1 % (p/v) y, alternativamente, con el 
agregado del agente reductor β-mercaptoetanol (β-ME) para la ruptura de los enlaces puente disulfuro. 
La corrida se desarrolló con un buffer de desarrollo Tris 0,3 % (p/v), glicina 1,4 % (p/v), SDS 0,1 % 
(p/v) pH 8,3, a un voltaje constante de 120 V durante aproximadamente 1 h, cuando el frente de 
corrida llegó a la base del gel. Junto con las muestras a analizar se sembró una mezcla de proteínas 
estándar para geles SDS (Amersham-Pharmacia). 
 
3.5.2. PAGE en dos dimensiones 
3.5.2.1. Primera dimensión 
En la primera dimensión se emplea el enfoque isoeléctrico (IEF) que permite separar las 
proteínas según su pI. Se utilizaron gradientes de pH inmovilizados (IPGs) con una mezcla de 
anfolitos policatiónicos y polianiónicos en los cuales las proteínas expuestas a un campo eléctrico 
migran hasta llegar al pH que coincide con su pI, momento en que su carga neta se vuelve cero y, por 
lo tanto, deja de migrar (Gorg et al. 2009). 
Para esta primera dimensión se comenzó con una precipitación de las proteínas incubándolas a 
-20 °C toda la noche en una solución de ácido tricloroacético (TCA) 10 % (p/v) y DTT 20 mM en 
acetona en relación 4:1 (solución de precipitación:muestra). Luego se centrifugó a 6.000 xg por 15 min 
a 4 °C y se descartó el sobrenadante. El pellet fue lavado 3 veces con DTT 20 mM en acetona, 
centrifugando a 6.000 xg por 20 min a 4 °C en cada vez. Se descartó el sobrenadante y el pellet 
FCNyM-UNLP Matías Leonel Giglio Tesis Doctoral-2019 
17 
 
resultante se dejó secar a temperatura ambiente. A continuación, el pellet se resuspendió en 200 µL de 
una solución desnaturalizante conteniendo urea 7 M, tioúrea 2 M y CHAPS 2 % (p/v) en agua mili-Q.  
El IEF se realizó con un Ettan IPGphor III (GE Healthcare) empleando tiras de 7 cm de largo 
con un gradiente lineal de pH 3-10 (GE Healthcare). La rehidratación de la tira se realizó utilizando 
120 µL de la solución anterior con azul de bromo fenol (ABF) 2 ‰ (p/v) e incubando toda la noche a 
temperatura ambiente. La corrida se realizó utilizando las condiciones sugeridas por el fabricante. 
Luego del IEF, las tiras fueron equilibradas a temperatura ambiente durante 20 min en una 
solución Tris-HCl 75 mM, urea 6 M, glicerol 30 % (v/v), SDS 2 % (p/v), ABF 2 ‰ (p/v) y DTT 1 % 
(p/v), y luego durante 20 min en la misma solución con agregado de iodacetamida 4,5 % (p/v) en lugar 
de DTT. Finalmente, la tira se sumergió 3 veces en el buffer de desarrollo (sección 3.5.1.2).  
 
3.5.2.2. Segunda dimensión 
En la segunda dimensión, las proteínas fueron separadas en función de su PM mediante 
PAGE-SDS en geles continuos 12 % (v/v) de acrilamida/bisacrilamida (30:0,8 % p/v). 
Para este paso, la tira de IEF con la muestra fue colocada sobre un gel 12 % de 1,5 mm de 
espesor y sellado con una solución de agarosa 0,5 % (p/v) y ABF 2 ‰ (p/v). El gel se corrió con 
amperaje constante de 15 mA los primeros 15 min y luego a 30 mA por 3 h. Una vez finalizada la 
corrida, el gel obtenido fue coloreado utilizando la tinción con Coomassie coloidal (sección 3.5.3.3). 
Para determinar los valores de pI y PM, los geles fueron escaneados y analizados utilizando el 
programa ImageMaster 2-D Platinum.  
 
3.5.3. Detección de proteínas en los geles 
3.5.3.1. Tinción con Coomassie Brillant Blue G-250 
Una vez terminada la electroforesis, los geles en una dimensión fueron fijados en una solución 
de isopropanol 25 % (v/v) ácido acético glacial 10 % (v/v) durante 30 min y coloreados en una 
solución de Coomassie Brillant Blue G-250 (Sigma Chemical Co.) 6 ‰ (p/v) en ácido acético 10 % 
(v/v) durante 2 h. En los casos que fueron necesarios, se destiñó el fondo con reiterados lavados en 
ácido acético 10 % (v/v) (Echan & Speicher 2002). 
 
3.5.3.2. Tinción con ácido periódico-Schiff (PAS) 
Este tipo de tinción se utiliza para la detección de hidratos de carbono y, en el caso de su 
utilización en geles de electroforesis, para la detección de glicoproteínas. En esta técnica el ácido 
periódico oxida los oxhidrilos de dos carbonos cercanos de los azúcares a aldehídos. Estos aldehídos 
reaccionan con el ácido sulfúrico-fucsina (reactivo de Schiff), para formar un compuesto color 
magenta. Para la coloración por PAS se utilizó el protocolo de Mc Guckin & Mc Kenzie (1958) 
modificado por Streitz et al. (2014). Una vez terminada la electroforesis, los geles fueron lavados con 
agua destilada por 20 min en agitación y luego fijados con una solución de TCA 12,5 % (p/v). A 
continuación, los geles se trataron con una solución de ácido periódico 1 % (p/v) en ácido acético 
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glacial 3 % (v/v). Luego, se reemplazó esta solución por reactivo de Schiff comercial (Biopack), y se 
incubó por 15 min en agitación. Finalmente, se enjuagó 2 veces con una solución de metabisulfito de 
sodio 0,5 % (v/v).   
  
3.5.3.3. Tinción con Coomassie coloidal 
Una vez terminada la 2-DE, los geles fueron fijados toda la noche en una solución de etanol 30 
% (v/v) ácido fosfórico-85% 2% (v/v), seguido de 3 lavados de 20 min en una solución de ácido 
fosfórico-85% 2% (v/v) e incubación en una solución de sulfato de amonio 15 % (p/v), ácido 
fosfórico-85% 2 % (v/v) y etanol 96° 18,75 % (v/v). A continuación los geles fueron coloreados en 
una  solución de Coomassie Brillant Blue G-250 (Sigma Chemical Co) 2 % (p/v) en agua por 24 h. En 
los casos en los que fue necesario, se destiñó el fondo con reiterados lavados con agua. 
 
3.6. Western blot 
El ensayo de western blot permite identificar una proteína en una mezcla de proteínas 
previamente separadas por medio de electroforesis en gel mediante anticuerpos. 
Las proteínas fueron separadas mediante PAGE-SDS en gradiente 4-20 % (sección 3.5.1.2) y 
electro-transferidas a una membrana de nitrocelulosa (GE Healthcare) empleando un equipo Mini 
Trans-blot Cell (BioRad, Hercules), aplicando una corriente eléctrica de 100 v durante 1 h y utilizando 
un buffer de transferencia Tris 25 mM, glicina 192 mM, metanol 20 % (v/v) pH 8,3 (Towbin et al. 
1977). De esta manera se transfieren las proteínas del gel a la membrana de nitrocelulosa conservando 
el mismo patrón de separación. Para poder evaluar la eficiencia de transferencia se empleó un 
marcador de peso molecular coloreado Precision Plus Dual Color Standards (BioRad).  
Luego de la transferencia, la membrana se bloqueó utilizando una solución de leche en polvo 
descremada 5 % (p/v) disuelta en buffer fosfato salino (PBS: NaH2PO4 1,5 mM, Na2HPO4 8,1 mM, 
NaCl 140 mM, KCl 2,7 mM pH 7,4)  con Tween-20 5 ‰ (v/v) (PBST) toda la noche a 4 °C. Con este 
paso se bloquean todos los sitios de la membrana que no contienen las proteínas transferidas del gel, 
de forma tal que el anticuerpo primario (Ac1°) no se fije de manera inespecífica a la misma. 
Terminada la incubación en la solución de bloqueo, se realizaron tres lavados con PBST de 7 
min cada uno y con agitación. Para la detección de la proteína de interés transferida a la membrana se 
agregó un primer anticuerpo, el Ac1°, en la dilución necesaria en PBST con leche en polvo 
descremada al 3 % (p/v) y se lo incubó por 2 h a temperatura ambiente y con agitación suave. A 
continuación, la membrana fue lavada cinco veces con PBST de 5 min cada vez y con agitación para 
eliminar el exceso de Ac1°. 
Para detectar los anticuerpos unidos a la proteína de interés, se adicionó un segundo 
anticuerpo, el anticuerpo secundario (Ac2°), acoplado a la enzima peroxidasa que permite su 
detección. En nuestro caso se utilizaron anticuerpos comerciales conjugados con peroxidasa de rábano 
(BioRad). Los mismos se utilizaron en una dilución 1:3.000 (v/v) en PBST con leche en polvo 
descremada 3 % (p/v) y se lo incubó por 2 h a temperatura ambiente y con agitación suave.  
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Concluida esta última incubación, la membrana se lavó nuevamente con PBST como se 
describió antes y se reveló mediante quimioluminiscencia (sección 3.7). 
 
3.7. Detección de anticuerpos por quimioluminiscencia 
Este ensayo se basó en la utilización de un Ac2° conjugado con peroxidasa, la cual oxida un 
sustrato con emisión de luz (Figura 3.3). En nuestro caso el sustrato utilizado fue el luminol (Sigma) 
diluido en dimetilsulfóxido (DMSO). Para la preparación de la solución de revelado, se parte de las 
dos soluciones detalladas a continuación: 
- Solución A: 50 μL de luminol 4,4 % (p/v) en DMSO, 22 μL de ácido ρ-cumárico 1,5 % (p/v) en 
DMSO, 333 μL de buffer Tris-HCl 1,5 M pH 8,5 y 4.595 μL de H2O bidestilada. 
- Solución B: 3,2 μL de H2O2, 333 μL de buffer Tris-HCl 1,5 M pH 8,5 y 4.665 μL de H2O bidestilada. 
En cuarto oscuro se agregó el H2O2 de la solución B justo antes de su utilización, de inmediato 
se mezclaron las soluciones A y B en relación 1:1 (v/v) y se la incubó por 1 min con la membrana de 
nitrocelulosa. Posteriormente se secó la membrana, se la colocó en un cassette de exposición Mr 
Detail (AGFA Healthcare) y se expuso una placa radiográfica para rayos-X (AGFA Healthcare) entre 
30 seg y 3 min, la cual fue luego revelada mediante procedimientos estándar. 
 
 
 
Figura 3.3. Ensayo de quimioluminiscencia. El esquema representa la detección indirecta de un antígeno 
(proteína) presente en la membrana de nitrocelulosa por medio de un Ac2° conjugado a la enzima peroxidasa. 
Esta enzima cataliza la reacción de oxidación del luminol produciendo la emisión de luz. 
 
3.8. Anticuerpos policlonales anti-PV2 
Para los ensayos que requirieron inmunodetección de la PmPV2 se emplearon anticuerpos 
policlonales anti-PcPV2 previamente obtenidos en el laboratorio. Los mismos se obtuvieron en 
conejos por medio de dos inoculaciones con dosis subletales de la PcPV2 con 21 días de separación 
entra ellas. Tres días después de la segunda inoculación se extrajo la sangre de los conejos por medio 
de punción cardíaca. Posteriormente, la sangre fue incubada a 37 °C por 1 h para permitir la formación 
de un coágulo, y luego se incubó a 4 °C toda la noche para promover la contracción del mismo. La 
fracción soluble, que constaba del suero con los anticuerpos policlonales, fue alicuotada y conservada 
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a -70 °C hasta su utilización. El suero anti-PcPV2 se utilizó, en todos los casos, en una dilución 
1:1.000 (v/v). 
Previo a su uso en cualquier ensayo del presente trabajo de Tesis Doctoral, se analizó la 
reactividad del suero anti-PcPV2 sobre la proteína PmPV2. Se corrieron en paralelo 0,25 μg de PcPV2 
y PmPV2 en un gel PAGE-SDS 4-20 %  con β-ME (sección 3.5.1.2). A continuación, las proteínas 
fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa y tratadas como se describió en la sección 3.6. 
Finalmente, la membrana fue revelada por quimioluminiscencia (sección 3.7). El resultado de la 
reactividad cruzada se muestra en la Figura 3.4, donde puede observarse que ambas subunidades de la 
PmPV2 cruzan con los anticuerpos de la PcPV2. 
 
 
 
Figura 3.4. Reactividad cruzada de las PV2s. Reactividad de las perivitelinas-2 de P. maculata (PmPV2) y P. 
canaliculata (PcPV2) utilizando anticuerpos policlonales anti-PcPV2 (1:1.000) y anticuerpo de cabra anti-IgG de 
conejo (1:3.000) conjugado con peroxidasa de rábano (BioRad) como Ac2°. El revelado por 
quimioluminiscencia indica que la PmPV2 muestra reactividad positiva a los anticuerpos anti-PcPV2.   
 
3.9. Cultivo de células 
Para los experimentos con células se utilizó una línea celular de adenocarcinoma colorrectal 
humano, denominada Caco-2. Estas células crecen en adherencia y, cuando llegan a confluencia, se 
diferencian en una monocapa de células cilíndricas que expresan varias características morfológicas y 
bioquímicas de los enterocitos, volviéndolas un buen modelo para estudios toxicológicos y 
fisiológicos in vitro del intestino (Pinto et al. 1983; Sambuy et al. 2005).  
Estas células fueron cultivadas en botellas de 25 cm2 o en placas de Petri de plástico de 35 mm 
de diámetro. Las mismas fueron mantenidas a 37 °C en una atmósfera de 5 % de CO2 y 90 % de 
humedad relativa, utilizando el medio de cultivo de Eagle modificado por Dulbecco, DMEM, 
conteniendo 0,45 % (p/v) de D-glucosa y suplementado con un 10 % (v/v) de suero fetal bovino 
(SFB), penicilina (10 U/mL), estreptomicina (10 μg/mL), aminoácidos y vitaminas (Life 
Technologies-Invitrogen). El medio de cultivo fue renovado cada 2 días y las células fueron 
subcultivadas cuando alcanzaban el 95 % de confluencia. Para los distintos ensayos se utilizaron 
células de los pasajes 60 al 115. Para los subcultivos, y antes de cada ensayo, las células fueron 
lavadas dos veces con PBS por 1 min a temperatura ambiente y tripsinizadas utilizando una solución 
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de Tripsina 0.25 % (p/v), ácido etilendiaminotetraacético (EDTA) 0.9 mM, D-glucosa 5.55 mM, rojo 
de fenol 1 ‰ (p/v) en PBS (Gibco-BRL Life Technologies). La viabilidad de las células fue 
determinada por exclusión de azul de tripán (Mishell et al. 1980), incubando las células en una 
solución de azul de tripán 0,4 % (p/v) en PBS por 30 seg. Las células viables son impermeables al 
colorante, mientras que las células muertas quedan coloreadas de azul. La contabilización de las 
células viables se realizó utilizando una cámara de Neubauer en microscopio de campo claro.   
 
3.10. Experimentos con animales 
Todos los estudios desarrollados con animales fueron llevados a cabo de acuerdo a la Guía 
para el Uso y Cuidado de Animales de Laboratorio (National Research Council 2011)  y fueron 
aprobados por el Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales de Experimentación de la 
Facultad de Ciencias Médicas, UNLP (CICUAL Resolución No. P08-01-2013).  
Los ratones (Mus musculus) de la cepa BALB/c AnN fueron obtenidos del Laboratorio de 
Animales Experimentales de la Facultad de Ciencias Veterinarias, UNLP. Las codornices comunes 
(Coturnix coturnix) fueron obtenidas de un criadero local. Los animales fueron aclimatados y 
mantenidos en el bioterio del INIBIOLP en condiciones controladas de luz (12:12 h luz:oscuridad) y 
temperatura (25 °C ± 1 °C) y alimentados ad libitum. 
 
3.11. Análisis estadístico 
Salvo aclaración contraria, los análisis estadísticos fueron llevados a cabo utilizando el 
programa GraphPad Prism v.5.03, utilizando el test pertinente a cada experimento, detallado en cada 
uno de ellos. 
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4. Composición de los huevos de P. maculata y análisis funcional de su 
fluido perivitelino 
 
4.1. Introducción 
Los animales ovíparos generalmente siguen una de dos estrategias reproductivas para mitigar 
el riesgo de la depredación de huevos: producir una gran cantidad de descendencia tal que se asegure 
la supervivencia de al menos algunos individuos, o producir poca descendencia con mecanismos que 
aseguren la supervivencia de la mayoría de sus embriones (Dumont et al. 2002; Purcell et al. 1999; 
Winters et al. 2014). La última estrategia involucra, entre otras cosas, cuidados parentales, 
ocultamiento o protección de los huevos e inversión energética de la madre para proveer a los huevos 
de compuestos nocivos, en ocasiones acompañados con coloraciones conspicuas que se supone actúa 
como una señal que disuade a los depredadores (i.e. coloración aposemática) (Fuhrman et al. 1969; 
Heras et al. 2008; Winters et al. 2014). Las defensas químicas encontradas en los huevos usualmente 
constan de componentes no-proteicos; sin embargo, estudios recientes han descripto proteínas y 
péptidos neurotóxicos dentro de los huevos de dos especies de invertebrados, P. canaliculata y la 
araña viuda negra Latrodectus tredecimgatattus (Rosi, 1790) (Dreon et al. 2013; Heras et al. 2008; Li 
et al. 2013). A diferencia de los animales, este tipo de protección de los embriones mediante proteínas 
defensivas es una estrategia muy común entre las plantas, algunas de las cuales proveen a sus semillas 
con una variedad de inhibidores de proteasas, factores antinutritivos (i.e. resistentes a la digestión), y 
lectinas empleados como defensas contra la depredación (Chrispeels & Raikhel 1991; Christeller et al. 
2005; Chye et al. 2006). En los animales, tal inversión materna en un complejo de defensas proteicas 
fue sólo reportado en los huevos de P. canaliculata, y en la espuma de los huevos de la rana de 
túngara Engystomops pustulosus (Cope, 1864) (Dreon et al. 2010, 2013; Fleming et al. 2009). 
Como se mencionó en la introducción general, los caracoles del género Pomacea depositan 
numerosos huevos fuera del agua sobre sustratos emergentes en masas calcáreas (ver Figura 1.3 B), 
exponiéndolos a las condiciones severas del ambiente aéreo (Heras et al. 2007). Sin embargo, sus 
huevos están provistos del fluido perivitelino (FPV) que nutre y protege al embrión. El FPV de P. 
canaliculata contiene hidratos de carbono y proteínas como componentes mayoritarios, mientras que 
los lípidos representan sólo una pequeña proporción (Heras et al. 1998). El principal carbohidrato es el 
polisacárido de reserva galactógeno, compuesto por unidades de galactosa y fucosa (Raven 1972). Este 
polisacárido parece ser un carbohidrato de reserva ampliamente distribuido en los huevos de 
gasterópodos pulmonados y algunos prosobranquios (Raven 1972). Las proteínas del FPV 
(perivitelinas) de P. canaliculata se agrupan en tres fracciones lipoproteicas, denominadas PV1, PV2 y 
PV3 (Garín et al. 1996). Estas proteínas representan también una fuente importante de nutrientes para 
el embrión, principalmente en las últimas etapas de su desarrollo (Heras et al. 1998). El mismo patrón 
proteico fue encontrado más tarde en el FPV de P. maculata (Pasquevich et al. 2014). Las principales 
clases de lípidos del FPV de P. canaliculata corresponden a lípidos estructurales de membrana, 
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mientras que los lípidos de reserva energética representan un componente minoritario (Heras et al. 
1998). 
Entre los factores defensivos presentes en el FPV, se han descripto perivitelinas que, debido a 
una elevada estabilidad térmica toleran las condiciones del ambiente aéreo. Algunas perivitelinas 
pigmentadas muestran propiedades antioxidantes, fotoprotectoras y dotan a los huevos de la 
coloración de advertencia o aposemática. Además, las perivitelinas presentan propiedades 
antinutritivas, antidigestivas y tóxicas que representarían defensas anti-depredador que, sumadas a la 
coloración de advertencia, constituirían una combinación efectiva que logra disuadir a la mayoría de 
los potenciales depredadores (Hayes et al. 2015). Aunque se considera a esta estrategia reproductiva 
como un factor importante para el éxito evolutivo de este género de caracoles, poco se sabe de la 
composición bioquímica y la presencia de defensas en los huevos de otras especies de Pomacea. 
Conocer la composición de los huevos de los ampuláridos es de gran importancia para entender el rol 
de los mecanismos defensivos en la estrategia reproductiva de estas especies, y ayudarían a 
comprender la importancia de la oviposición aérea en la diversificación y dispersión del género 
Pomacea. Teniendo en cuenta esta falta de información, fue que se estudia en esta sección la 
composición general de los huevos de P. maculata y se analiza los aspectos funcionales de los 
principales componentes involucrados en la defensa del embrión. 
Dada la cercanía filogenética de la especie P. maculata con P. canaliculata y la información 
sobre el FPV de ampuláridos disponible hasta el momento, planteamos la siguiente hipótesis: la 
composición y propiedades defensivas de los huevos de P. maculata son similares a aquellas presentes 
en los huevos de su especie hermana, P. canaliculata. Teniendo en cuenta esta hipótesis realizamos las 
siguientes predicciones: (1) los componentes mayoritarios de los huevos de P. maculata serán 
carbohidratos, siendo el polisacárido de reserva galactógeno, y proteínas, con sus tres fracciones (PV1, 
PV2 y PV3) semejantes a la de P. canaliculata; mientras que los lípidos constituirán el componente 
minoritario; (2) el FPV de P. maculata presentará actividad inhibitoria de proteasas (propiedad 
antidigestiva) y componentes de difícil digestión (propiedad antinutritiva), y actividad aglutinante de 
células (lectinas); y (3) el FPV de P. maculata será tóxico cuando se inyecte i.p. en ratones y 
codornices, utilizados como modelos de potenciales depredadores.  
 
4.2. Materiales y métodos 
4.2.1. Peso seco, cenizas e iones 
Para determinar el peso seco y el contenido de cenizas, se pesaron las puestas y se calentaron 
secuencialmente a 100 °C por 24 h y a 550 °C por 5 h. Los productos de cada paso fueron pesados y se 
los refirió como porcentaje, tomando el peso inicial (peso húmedo) como el 100 %. Para el análisis de 
minerales, el homogenato de huevo fue preparado como se describe en la sección 3.2, pero utilizando 
agua milli-Q en lugar del buffer.  
Para determinar la concentración de los electrolitos solubles Na+ (100-200 meq/L), Cl- (50-150 
meq/L) y K+ (2-10 meq/L) se utilizó un electrodo selectivo de iones (ISE) en un sistema de 
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diagnóstico Konelab 60I Prime (Wiener lab, Santa Fe, Argentina). El ISE es un electrodo que posee 
una membrana sensible, selectiva a un ion en particular. Cuando se sumerge en la muestra, en su 
membrana se desarrolla un potencial debido a una reacción espontánea del ión seleccionado. El 
electrodo actúa entonces como un transductor (o sensor) que convierte la actividad del ion específico 
disuelto en un potencial eléctrico, que puede ser medido con un voltímetro o pH-metro. 
La concentración de Mg+2 soluble fue determinado utilizando un kit comercial, Mg-Color 
(Wiener lab). El método se basa en la reacción entre el Mg+2 y el azul de xilidil en medio alcalino 
formando un complejo de color púrpura con un máximo de absorción a 510 nm y cuya intensidad es 
proporcional a la concentración de Mg+2 presente en la muestra. El método incluye la incorporación 
del complejante ácido etilenglicol-bis(2-aminoetiléter)-N,N,N’,N’-tetraacético (EGTA) que elimina la 
interferencia de los iones Ca+2. 
El contenido de Ca+2 fue determinado también por medio de un kit comercial, Ca-Color kit 
(Wiener lab). Este método se basa en la reacción entre el Ca+2 y la o-creosolftaleína complexona en 
medio alcalino que genera un producto coloreado con un máximo de absorción a 570 nm y cuya 
intensidad es proporcional a la concentración de Ca+2 presente en la muestra. El Ca+2 soluble fue 
determinado en el FPV, mientras que el contenido de Ca+2 total se determinó en el homogenato total 
de huevo. Para la determinación del Ca+2 total fue necesario un tratamiento previo para la 
solubilización del calcio cristalino presente en las muestras. Para ello, el homogenato fue tratado toda 
la noche con ácido nítrico concentrado en una relación 2:1 v/v (ácido:homogenato). A continuación, la 
solución fue neutralizada con NaOH 12 M y centrifugado a 13.600 xg durante 10 min para precipitar 
el material en suspensión. Finalmente, se cuantificó el Ca+2 solubilizado siguiendo las especificaciones 
del producto. 
Los métodos colorimétricos para la determinación de Mg+2 y Ca+2 fueron llevados a cabo 
utilizando un espectrofotómetro Agilent 8453 UV-visible (Agilent Technologies, Inc.). 
Los resultados de los análisis de electrolitos fueron expresados como porcentaje referido al 
peso seco (p/ps; peso seco) y como porcentaje relativo con respecto al total de los iones solubles que 
fueron calculados. 
 
4.2.2. Análisis de hidratos de carbono 
4.2.2.1. Determinación del contenido de glucosa 
La glucosa soluble del FPV fue determinada por medio de un kit comercial (Glicemia 
enzimática AA, Wiener lab) y utilizando un espectrofotómetro Agilent 8453 UV-visible (Agilent 
Technologies, Inc.). Este método se basa en la reacción de la glucosa con el oxígeno y el agua 
catalizada por la glucosa oxidasa para dar como productos ácido glucónico y peróxido de hidrógeno. 
Este último reacciona con la 4-aminofenazona en presencia de peroxidasa, dando un compuesto 
coloreado con un máximo de absorción de 505 nm, cuya intensidad es proporcional a la concentración 
de glucosa presente originalmente en la muestra. 
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4.2.2.2. Determinación del contenido de polisacárido 
La concentración de polisacáridos totales fue determinada gravimétricamente a partir de los 
huevos siguiendo el método de Van Handel (1965). En este método, los huevos fueron homogenizados 
en una solución de KOH 33 % (p/v) en relación 2:1 (KOH:muestra) e incubados en baño de agua a 
100 °C por 20 min. A continuación, se adicionó 1,25 volúmenes de etanol 96 % (v/v) junto con 0,05 
volúmenes de una solución saturada de Na2SO4 como co-precipitante. Posteriormente, el precipitado 
fue resuspendido en TCA 10 % (p/v) para eliminar proteínas y ácidos nucleicos por precipitación. Este 
procedimiento se repitió 3 veces. La cantidad de polisacárido se determinó por gravimetría en viales 
previamente tarados, utilizando  una microbalanza Mettler M5 (Mettler Instrument Corp.). El 
resultado fue expresado como porcentaje referido al peso seco de los huevos. 
 
4.2.2.3. Composición de monosacáridos del polisacárido 
La composición fue determinada utilizando cromatografía gaseosa con detector de ionización 
de llama (GC-FID). Para esto, se liberan los monosacáridos del polisacárido, y luego se transforman 
en sus derivados volátiles (metil-silil-glicósidos) (Manzi 1995). 
Para la liberación de los glicósidos, se incubó el polisacárido aislado como en la sección 
4.2.2.2 en 200 μL de HCl metanólico 0,5 M (metanol:cloruro de acetilo, 0,875:25, v/v) durante 16 h a 
65 °C. Al cabo de la incubación se evaporó el solvente con N2 y se agregaron 100 μL de 
piridina:anhídrido acético (1:1, v/v), se agitó durante 1 min bajo campana, se evaporó con N2 y se 
incubó nuevamente en 200 μL de HCl metanólico 0,5 M a 65 °C durante 1 h. Finalmente se evaporó 
con N2 y se secó en vacío. Junto con las muestras de polisacárido, se procesaron de igual modo 
soluciones estándares de 50 nM de D-glucosa (Glc), D-galactosa (Gal), D-manosa (Man), L-Fucosa 
(Fuc), D-xilosa (Xil), D-glucosamina (GlcNH2), D-galactosamina (GalNH2), D-N-acetilglucosamina 
(GlcNAc), y D-N-acetilgalactosamina (GalNAc). Todos los estándares fueron provistos por Sigma-
Aldrich. 
Los metilglicósidos se derivatizaron a trimetil-silil-glicósidos disolviéndolos en 100 μL de 
hexametildisilazano:trimetilclorosilano:piridina (2:1:10, v/v/v) incubándolos a temperatura ambiente 
durante 30 min. A continuación se evaporó con N2, se redisolvieron en 500 μL de n-hexano, y 
finalmente se centrifugó a 1.000 xg para eliminar residuos insolubles. 
Los derivados volátiles obtenidos se inyectaron en un cromatógrafo gaseoso con columna 
capilar HP6890 equipado con un FID (Hewlett Packard), utilizando una columna DB-5, de 30 m x 
0,32 mm x 0,25 μm (Hewlett Packard). El análisis fue realizado utilizando He como gas portador a un 
flujo de 2,6 mL/min, temperatura de inyección en 180 °C y temperatura del FID en 280 °C. La 
temperatura de la columna fue programada con un valor inicial de 50 °C sostenido por 3 min y luego 
incrementado utilizando una primer rampa de 20 °C/min hasta los 170 °C, y una segunda rampa de 6 
°C/min hasta 250 °C donde se mantuvo por 5 min. 
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Los monosacáridos presentes en la muestra fueron identificados por comparación de los 
tiempos de retención de los estándares. Los porcentajes relativos de los monosacáridos constituyentes 
fueron estimados mediante la integración de los picos obtenidos. 
 
4.2.3. Análisis de proteínas 
4.2.3.1. Determinación del contenido de proteínas 
La concentración de proteínas totales fue determinada a partir del homogenato preparado 
como se describió en la sección 3.2, siguiendo el método de Markwell et al. (1978). Este método es 
una modificación del método de Lowry et al. (1951) que agrega una digestión previa de la muestra en 
NaOH 1M, incorpora SDS 1 % (p/v) al reactivo alcalino e incrementa la cantidad de tartrato de 
sodio/potasio a 0,16 % (p/v). Estas modificaciones permiten emplear el método sobre membranas 
biológicas y preparaciones de lipoproteínas sin necesidad de solubilizar previamente las proteínas o 
hacer una extracción lipídica. El resto del procedimiento es semejante al método de Lowry (sección 
3.4.1) y de forma similar se utilizó una curva estándar realizada con diluciones de concentraciones 
conocidas de BSA (Sigma-Aldrich). Los datos de absorción fueron colectados utilizando un 
espectrofotómetro Agilent 8453 UV/Vis (Agilent Technologies). 
 
4.2.3.2. Análisis cualitativo de las proteínas del FPV 
Las proteínas del FPV fueron analizadas cualitativamente por medio de electroforesis en dos 
dimensiones (2-DE) como se describió en la sección 3.5.2 partiendo de 120 μg de proteínas de FPV de 
P. maculata. Las coordenadas de peso molecular-punto isoeléctrico (PM-pI) fueron calculadas 
utilizando el software Image Master 2-D Platinum (GE Healthcare, Life Science). Una identificación 
tentativa de algunos de los puntos fue realizada por comparación de las coordenadas PM-pI 
previamente obtenidas para la especie hermana P. canaliculata (Sun et al. 2012) y para la perivitelina-
1 purificada de P. maculata, PmPV1 (Pasquevich et al. 2014). 
 
4.2.3.3. Análisis semi-cuantitativo de las fracciones de perivitelinas 
Las fracciones de las perivitelinas fueron analizadas semi-cuantitativamente por medio de 
geles de electroforesis de poliacrilamida (PAGE) en una dimensión en condiciones nativas (sección 
3.5.1.1) a partir de 9 μg de proteínas de FPV de P. maculata. El FPV de P. canaliculata fue también 
analizado para su comparación. Los geles fueron teñidos con Comassie Blue G-250 (sección 3.5.3.1) y 
escaneados; las bandas de proteínas fueron cuantificadas por densitometría utilizando el programa 
ImageJ (Schneider et al. 2012). Se analizaron tres pooles de FPV y los resultados fueron expresados 
como porcentaje relativo de las fracciones de perivitelinas. Los resultados para P. maculata y P. 
canaliculata fueron comparados por medio de un test de t de Student a dos colas (α < 0,05). 
 
4.2.4. Análisis de lípidos 
4.2.4.1. Determinación del contenido de lípidos 
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Los lípidos fueron extraídos siguiendo el método de Bligh & Dyer (1959) y el contenido de 
lípidos totales fue determinado gravimétricamente. Para esto, se partió del homogenato de huevo, del 
cual se extrajeron los lípidos utilizando una mezcla de metanol-cloroformo-agua (1:1:0,9, v/v/v). La 
fracción de lípidos fue transferida a viales de vidrio previamente pesados y evaporada en una 
atmósfera de N2 a 50 °C hasta obtener un peso constante en una microbalanza Mettler M5 (Mettler 
Instrument Corp.). La masa final de lípidos totales fue expresada como porcentaje referido al peso 
seco de los huevos. 
 
4.2.4.2. Análisis de las clases de lípidos 
Para el análisis de las clases de lípidos se utilizó la técnica de cromatografía en capa fina 
(TLC). En este método se siembra la muestra lipídica disuelta en un solvente orgánico sobre una placa 
cubierta de una capa delgada de la fase estacionaria. Luego, esta placa se coloca en una cuba 
conteniendo la fase móvil que asciende por la placa por capilaridad arrastrando los lípidos con 
diferente fuerza según las relaciones de afinidad entre cada lípido y ambas fases. 
Las clases de lípidos no-polares fueron separadas por TLC de alta resolución (HPTLC) en 
placas comerciales de Silica gel 60 (Merck KGaA) de 10 x 20 cm y utilizando un sistema de doble 
desarrollo de fases móviles consistentes en hexano-dietil éter-ácido acético glacial (80:20:1,5, v/v/v) 
para separar los lípidos menos polares seguido de un segundo desarrollo en hexano-acetona (80:20, 
v/v) corrido hasta 3 cm desde la base para la separación de los pigmentos. Las clases de lípidos polares 
fueron separadas por TLC en placas de Silica gel 60 (Merck KGaA.) de 20 x 20 cm y utilizando 
cloroformo-metanol-éter etílico-agua (65:25:4:4, v/v/v/v) como fase móvil. Los lípidos fueron 
revelados rociando las placas con sulfato de cobre 10 % (v/v) en ácido o-fosfórico 8 % (v/v) y 
calentando 20 min a 180 °C (Touchstone et al. 1983). Las placas reveladas fueron escaneadas y 
analizadas por densitometría utilizando el programa ImageJ (Schneider et al. 2012). Para la 
cuantificación de los lípidos se realizaron curvas de calibración utilizando estándares comerciales 
(Sigma-Aldrich) de 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfatidiletanolamina (PE) y 1,2-diacil-sn-glicero-3-
fosfatidilcolina (PC) de yema de huevo, 1,2-diacil-sn-gliceo-3-fosfo-L-serina (PS) y N-acil-D-
esfingosina-1-fosfocolina (SM) de cerebro bovino, colesteril palmitato como esterol esterificado (ES), 
glicerol trioleato (TG), ácido oleico como ácido graso libre (FFA), colesterol como esterol libre (ST) y 
astaxantina (Asx) sembrados en las mismas placas.  
 
4.2.5. Conversión energética de los componentes del huevo 
El contenido energético de los huevos fue calculado empleando los factores de conversión 
descriptos en Beninger & Lucas (1984) para invertebrados acuáticos, y ya utilizados previamente para 
P. canaliculata (Cadierno et al. 2017a; Heras et al. 1998). Los mismos son: para carbohidratos 4.1 
kcal/g, proteínas 4.3 kcal/g, y lípidos 7,9 kcal/g. 
 
4.2.6. Absorción de luz visible 
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Los huevos de las especies de Pomacea son coloridos debido a la presencia de perivitelinas 
pigmentadas, entre las cuales se incluye a la perivitelina mayoritaria de los huevos, como es el caso de 
PcOvo, PmPV1 y PsSC. El pigmento principal es un carotenoide, la astaxantina, en sus formas libre y 
esterificada (Cheesman 1958; Ituarte et al. 2008; Pasquevich et al. 2014). Los carotenoides son 
pigmentos ampliamente distribuidos entre los invertebrados, donde su asociación con las proteínas 
ocurre de forma precisa, a través de uniones no covalentes, en un sitio de unión cuyo entorno altera 
drásticamente sus propiedades espectroscópicas (Britton & Helliwell 2008). De esta asociación 
carotenoide-proteína resultan diversos colores como gris, marrón, morado, violeta, azul, verde, rojo, 
rosa y amarillo (Cheesman et al. 1967). 
Los huevos de P. maculata recién depositados son de color rosa-rojizo a anaranjado-rojizo 
(Hayes et al. 2012). Para caracterizar sus propiedades espectroscópicas, se analizó el espectro de 
absorción del FPV en el rango de luz visible. El mismo fue registrado cada 1 nm entre 350 y 650 nm 
en un espectrofotómetro Agilent 8453 UV-Visible (Agilent Technologies). Se registraron y 
promediaron 10 espectros de absorción de tres muestras independientes. A cada muestra se le restó el 
promedio de 10 espectros de absorción del buffer. Se utilizó H2O milli-Q como blanco. Los datos 
fueron normalizados a 280 nm. 
 
4.2.7. Inhibición de proteasas 
Las proteasas son enzimas proteolíticas, generalmente muy conservadas evolutivamente y que 
cumplen diversas funciones. Las proteasas digestivas están presentes en casi todos los animales. Entre 
éstas se destaca la familia de las serínproteasas, ampliamente distribuida (e.g. tripsina, quimotripsina y 
elastasa de animales, y subtilisina A de bacterias), cuyo mecanismo de acción involucra un residuo de 
serina formando una tríada catalítica Asp-His-Ser en su sitio activo. Entre las defensas encontradas 
usualmente en la naturaleza, existe un conjunto de moléculas con la capacidad de inhibir de la 
actividad de estas proteasas (Urich 1994). Entre estos inhibidores se encuentran varias familias de 
proteínas con dominios inhibidores, como las serínproteasas del tipo Kunitz, reportadas en el proteoma 
de los huevos de P. canaliculata (Sun et al. 2012). El mecanismo de acción de los inhibidores de 
serínproteasas involucra la unión reversible del sitio activo del inhibidor con el centro activo de la 
proteasa con una alta afinidad. La función de los inhibidores de proteasas en los huevos se asumía que 
era antimicrobiana (Réhault 2006), pero estudios recientes en P. canaliculata indican una novedosa 
función de defensa anti-depredación similar al encontrado en algunas semillas de plantas (Polya 2003). 
Con el objetivo de determinar si los huevos de P. maculata presentan componentes con esta 
actividad inhibidora, se llevó adelante un ensayo de inhibición de proteasas de vertebrados y bacterias 
con el FPV. Se determinó la actividad enzimática en presencia y en ausencia del FPV, incubando las 
proteasas con 67-76 μg de proteínas de FPV por 5 min y luego se evaluó su actividad utilizando 
sustratos específicos. Todas las enzimas y sustratos fueron provistas por Sigma. Los ensayos con 
tripsina fueron llevados a cabo siguiendo el método de Schwert & Takenaka (1955) usando 4 μg de la 
enzima y N-benzoil-L-arginina etil éster (BAEE) como sustrato, que al ser hidrolizado por la enzima 
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origina un producto coloreado con un máximo de absorción a 253 nm. La quimotripsina fue ensayada 
siguiendo el método de Wirnt & Bergmeyer (1974) usando 3,5 μg de la enzima y N-benzoil-L-tirosina 
etil éster (BTEE) como sustrato, que al ser hidrolizado por la enzima origina un producto coloreado 
con un máximo de absorción de 256 nm. La elastasa tipo IV fue analizada usando 6,25 μg de la 
enzima con el sustrato succinil-Ala-Ala-Ala-p-nitroanilida (Suc-Ala3-pNA) (Bieth et al. 1974), que al 
ser hidrolizado por la enzima origina un producto coloreado con un máximo de absorción de 410 nm. 
La Subtilisina A fue analizada con BAEE utilizando 125 μg de la enzima a 50 °C, que es una 
modificación del método del Schwert & Takenaka (1955). Los datos de absorbancia en función del 
tiempo se ajustaron a una recta a partir de cuya pendiente pueden calcularse las unidades de actividad 
enzimática. Tres réplicas de tres pooles independientes de FPV fueron medidas. La distribución 
normal de los datos fue corroborada utilizando un test de normalidad de Shapiro-Wilk modificado. Las 
actividades enzimáticas con y sin FPV fueron comparadas mediante un test de t de Student no pareado 
a dos colas (α < 0,05). 
 
4.2.8. Aglutinación 
 Las lectinas son un grupo de proteínas que unen carbohidratos con una elevada especificidad y 
se caracterizan por una estructura multivalente que les permite aglutinar células. Dadas estas 
propiedades, una forma clásica de evaluar la presencia de lectinas es por medio de un ensayo de 
hemaglutinación, donde se analiza la capacidad de una muestra biológica de aglutinar glóbulos rojos 
(Nathan & Halina 2007). Teniendo en cuenta que el FPV de los huevos de algunas especies de 
Pomacea presentan lectinas activas en sus huevos (Baldo & Uhlenbruck 1974; Dreon et al. 2014; 
Ituarte et al. 2010; Uhlenbruck et al. 1976), se evaluó la presencia de esta actividad biológica en el 
FPV de P. maculata. 
Se obtuvieron eritrocitos de conejo de las instalaciones de la FCV-UNLP. Las muestras de 
sangre fueron obtenidas por punción cardíaca y colectadas en solución de Alsever (glucosa 100 mM, 
NaCl 20 mM, citrato de sodio 30 mM, pH 7.2) utilizando un matraz con esferas de vidrio de 1 mm, 
donde la sangre fue desfibrinada por agitación suave. Antes de su uso, los eritrocitos fueron lavados 
por centrifugación a 1.500 xg por 10 min en buffer PBS. La actividad hemaglutinante fue determinada 
incubando una solución de eritrocitos al 1 % (p/v) con una dilución en base 2 de FPV de P. maculata 
(3,4 mg/mL de proteínas). Se ensayaron tres pooles independientes. El resultado fue expresado como 
la mínima concentración de proteínas con actividad aglutinante observable. 
 
4.2.9. Toxicidad 
La toxicidad del FPV de P. maculata se evaluó en ratones hembra, Mus musculus de la cepa 
BALB/c AnN, de un peso promedio de 16 ± 1,1 g, y sobre codornices comunes, Coturnix coturnix 
(peso promedio 26,64 ± 3,86 g). Grupos de 5 individuos fueron inyectados i.p. con una dosis de 200 
μL de PBS o el mismo volumen de una dilución seriada de 5 concentraciones de FPV. La dosis letal 
media (DL50) fue determinada por un test de letalidad a las 96 h después de la inyección. Los animales 
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fueron observados periódicamente para registrar posibles síntomas de toxicidad. El análisis estadístico 
fue llevado a cabo por el método de PROBIT usando el programa EPA-Probit versión 1.5 de la US 
Environmental Protection Agency (US EPA), basado en el método de Finney (1971). 
 
4.2.10. Digestión de los polisacáridos 
Para evaluar si el polisacárido de reserva de los huevos de P. maculata resiste a la digestión 
por parte de un posible depredador, se ensayó su digestibilidad utilizando la enzima α-amilasa (Sigma-
Aldrich) o pancreatina (Sigma-Aldrich), un cóctel de enzimas derivado de un extracto de páncreas 
porcino. La degradación de polisacáridos fue seguida por el método del ácido 3,5-dinitrosalicílico, 
DNS (Miller 1959). En este método los azúcares reducen el DNS a ácido 3-amino, 5-nitro salicílico, 
un compuesto coloreado con un máximo de absorción a 540 nm. En este experimento, el método 
mencionado se utilizó para determinar la cantidad de monosacáridos reductores liberados por la 
degradación del polisacárido. Para esto, se preparó una solución del polisacárido (sección 4.2.2.2) al 1 
% (p/v) en buffer NaH2PO4 20 mM, NaCl 6,7 mM pH 6,9 (para el ensayo con α-amilasa) o en buffer  
Na2HPO4 50 mM pH 7,5 (para el ensayo con pancreatina). Las soluciones de α-amilasa (40 U/mL) y 
pancreatina (10 mg/mL) se prepararon utilizando los mismos buffers y se preincubaron a 37 °C por 30 
min. A continuación se incubaron 250 μL de la solución del polisacárido con 125 μL de agua y 125 μL 
de la solución de enzima durante 3 min a 25 °C. Luego, se detuvo la reacción colocando 250 μL de la 
solución colorante conteniendo tartrato de sodio 1,74 M, NaOH 0,4 M y DNS 48 mM e incubando en 
agua hirviendo por 15 min. La mezcla resultante se llevó a un volumen final de 3 mL con agua y se 
centrifugó a 16.000 xg para precipitar la fracción de polisacárido no digerida. Finalmente, se registró 
absorbancia a 540 nm usando un espectrofotómetro Agilent 8453 UV-Visible (Agilent Technologies). 
Además de los polisacáridos extraídos de los huevos, se utilizó almidón (Sigma-Aldrich) bajo las 
mismas condiciones como control positivo de la digestión. Para cuantificar los resultados, se realizó 
una curva estándar a partir de diluciones de concentraciones conocidas de maltosa (Sigma-Aldrich). 
Los resultados fueron expresados como μg de azúcares reductores y analizados por un test de ANOVA 
no pareado (α<0,05). 
 
4.3. Resultados 
4.3.1. Peso seco, cenizas e iones 
El peso seco (ps) de los huevos de P. maculata representa el 18,07 ± 1,15 % (p/p) del peso 
total, mientras que las cenizas representan un 10,69 ± 1,20 % (p/p) de los mismos, esto es, un 57,3 ± 
0,4 % (p/p) del ps. 
La proporción de los principales iones presentes en los huevos se resume en la Tabla 4.1. En 
conjunto, el total de los iones determinados (Ca+2, Mg+2, K+, Na+ y Cl-) representan 2,6 ± 0,2 % (p/ps) 
y los iones solubles representan 1,34 ± 0,06 % (p/ps). En particular, el Ca+2 total representa 1,18 ± 
0,12 % (p/ps), mientras que el Ca+2 no-soluble, calculado como la diferencia entre el Ca+2 total y el 
Ca+2 soluble, representa 1,05 ± 0,15 % (p/ps). 
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Ión % relativo % ps 
Na+ 44,99 ± 1,87 0,61 ± 0,03 
K+ 21,05 ± 2,61 0,26 ± 0,05 
Cl- 23,81 ± 1,23 0,32 ± 0,01 
Ca+2 8,17 ± 0,27 0,11 ± 0,01 
Mg+2 1,98 ± 0,04 0,03 ± 0,00 
 
Tabla 4.1. Principales iones solubles en los huevos de P. maculata. Los datos se representan como porcentaje 
relativo (%) de los iones solubles y como porcentaje referido al peso seco % (p/ps). Los valores corresponden a 
la media ± 1 Ds, n=3. 
 
4.3.2. Composición de hidratos de carbono 
Los polisacáridos representan el principal carbohidrato de los huevos, correspondiendo al 
76,41 ± 1,83 % (p/ps), mientras que la glucosa libre representa sólo el 0,056 ± 0,005 % (p/ps). El 
análisis por cromatografía gaseosa mostró dos grupos de picos coincidiendo con los estándares de D-
galactosa y D-glucosa, representando 68,31 ± 4,45 % y 31,69 ± 4,45 %, respectivamente (Figura 4.1). 
 
 
 
Figura 4.1. Cromatograma de los componentes de los polisacáridos de los huevos de P. maculata. La 
composición fue determinada por hidrólisis ácida y derivatización de los monosacáridos libres seguidos de 
cromatografía gaseosa. A: estándares de D-galactosa (a) y D-glucosa (b); B: monosacáridos del polisacárido 
aislado. 
 
4.3.3. Composición de proteínas 
El total de las proteínas representa el 18,7 ± 2,4 % (p/ps). Las proteínas del FPV comprenden 
3 fracciones: PV1, PV2 y PV3 (Figura 4.2). Una comparación del patrón de bandas entre esta especie 
y P. canaliculata también se muestra en la Figura 4.2. Se observa que la fracción de PV3 difiere 
marcadamente entre ambas especies; por ejemplo, las bandas de 113 y 58 kDa se detectan sólo en P. 
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maculata, mientras que las bandas de 87 y 80 kDa fueron detectadas únicamente en P. canaliculata. 
Las proporciones de las fracciones proteicas se comparan en la Tabla 4.2, donde se observa que las 
concentraciones de PV1 y PV2 son significativamente diferentes entre ambas especies.  
 
Fracción P. maculata P. canaliculata 
PV1 63,8 ± 3,6* 69,8 ± 4,0* 
PV2 22,7 ± 1,7** 18,9 ± 2,0** 
PV3 13,6 ± 2,2 11,3 ± 2,2 
 
Tabla 4.2. Porcentajes relativos de las fracciones perivitelínicas PV1, PV2 y PV3 en los caracoles manzana 
P. maculata y P. canaliculata. Los valores correspondes a la media ± 1 Ds de tres réplicas. *, P<0,05; **, 
P<0,01. 
 
 
 
Figura 4.2. PAGE-Nativo de los FPV de P. maculata y P. canaliculata. Std: estándar de PM (kDa); Pm: FPV 
de P. maculata (calles 1 y 2); Pc: FPV de P. canaliculata (calles 3 y 4). Calles 1 y 3: 100 μg de proteínas totales; 
calles 2 y 4: 10 μg de proteínas totales. Las bandas de proteínas de la fracción PV3 no compartidas entre las dos 
especies están indicadas con puntas de flechas. 
 
Basados en trabajos previos para la perivielina-1 de P. maculata (PmPV1) (Pasquevich et al. 
2014) y el análisis proteómico del FPV de P. canaliculata (Sun et al. 2012), fue posible la 
identificación tentativa de varias proteínas del mapa proteómico del FPV de P. maculata (Figura 4.3). 
Una comparación entre el mapa proteómico de los FPV de P. maculata y de P. canaliculata (Sun et al. 
2012) indican que, aunque en general son similares, hay algunas diferencias remarcables; por ejemplo, 
el factor de inducción de apoptosis (2-DE spot #3) y el inhibidor de proteasas símil Kunitz (2-DE 
spots #4 y #5) identificados en el mapa de P. canaliculata (Sun et al. 2012) no se detectaron en el 
perfil 2-DE de P. maculata. Del mismo modo, algunos spots del FPV de P. maculata no se detectaron 
en el FPV de P. canaliculata (Sun et al. 2012), como son los spots de 30 kDa (pI 6.5), 34 kDa (pI 7.1) 
y 25 kDa (8.2). El listado de los spots identificados en el FPV de P. maculata se resume en la Tabla 
4.3. 
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Figura 4.3. Electroforesis bidimensional del FPV de los huevos de P. maculata. PM: peso molecular (kDa). 
Los números de los spots corresponden a las proteínas identificadas tentativamente y listadas en la Tabla 4.3. 
 
# spot Identificación con proteínas previamente reportadas pI PM (kDa) 
1 Perforinaa 5.3 76 
2 Perforinaa 5.4 76 
3 Subunidad de PmPV1b 4.7 30 
4 Subunidad de PmPV1b 4.9 30 
5 Subunidad de PcOvoa/PmPV1b 5.1 30 
6 Subunidad de PmPV1b 5.1 27 
7 Subunidad de PcOvoa/PmPV1b 5.3 27 
8 Subunidad de PmPV1b 5.5 27 
9 Subunidad de PcOvoa/PmPV1b 5.8 31 
10 Proteína nuevaa 6.0 31 
11 Subunidad de PcOvoa/PmPV1b 6.2 31 
12 Subunidad de PcOvoa/PmPV1b 6.4 31 
13 Subunidad de PmPV1b 7.2 26 
14 Subunidad de PmPV1b 7.4 34 
15 Subunidad de PmPV1b 7.6 34 
16 Subunidad de PmPV1b 7.9 34 
17 Proteína nuevaa 8.6 30 
18 Subunidad de PmPV1b 8.7 27 
19 Subunidad de PmPV1b 8.7 38 
20 Proteína nuevaa 8.9 30 
21 Subunidad de PmPV1b 9.2 38 
22 Proteína nuevaa 9.3 30 
23 Subunidad de PmPV1b 9.4 32 
 
Tabla 4.3. Identificación tentativa de las proteínas del FPV de P. maculata. Los spots se identificaron 
tentativamente mediante sus coordenadas peso molecular (PM) – punto isoeléctrico (pI). La numeración de los 
spots se corresponde con los números de la Figura 4.3. La perivitelina-1 de ambas especies, P. canaliculata 
(PcOvo) y P. maculata (PmPV1), está compuesta por diferentes cadenas polipeptídicas (subunidades) de pesos 
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moleculares semejantes (alrededor de 30 kDa), pero diferentes coordenadas de PM-pI. a(Sun et al. 2012); 
b(Pasquevich et al. 2014). 
 
4.3.4. Composición de lípidos 
Los lípidos son el componente minoritario de los huevos, representando el 1,25 ± 0,11 % 
(p/ps); corresponden principalmente a fosfolípidos y esteroles libres (Figura 4.4 A-C). Los principales 
lípidos polares son fosfatidiletanolamina (PE) y fosfatidilcolina (PC) y un lípido polar no-identificado 
con un coeficiente de retención relativo entre la fosfatidilserina (PS) y PC (Figura 4.4 A). La Tabla 4.4 
resume la composición de los lípidos de los huevos de P. maculata. Los pigmentos carotenoides 
fueron previamente identificados como astaxantina libre y astaxantina en dos formas esterificadas 
(Pasquevich et al. 2014). En el caso del FPV de P. maculata encontramos que la astaxantina libre 
representa el 49,73 ± 3,56 % del total de los pigmentos, mientras que la astaxantina monoéster y la 
astaxantina diéster representan el 16,81 ± 1,79 % y el 33,46 ± 4,64 %, respectivamente (Figura 4.4 C). 
 
 
Figura 4.4. Cromatografía de capa fina de las clases de lípidos aislados de los huevos de P. maculata. A: 
TLC de los lípidos polares; PE: fosfatidiletanolamina; PC: fosfatidilcolina; PS: fosfatidilserina; SM: 
esfingomielina; LNI: lípido no-identificado. B: HPTLC de los lípidos no polares; HC: hidrocarburos; ES: 
esteroles esterificados; TG: triacilglicerol; FFA: ácidos grasos libres; ST: esteroles libres; PIGM: pigmentos. C: 
HPTLC de los pigmentos; Asx: astaxantina libre; Asx-Me: astaxantina monoéster; Asx-De: astaxantina diéster; 
(identificados según Pasquevich et al. 2014). Std: estándares; FPV: lípidos aislados del FPV de P. maculata. 
 
Lípido % relativo 
HC + ES 2,48 ± 0,48 
TG Trazas 
FFA 3,42 ± 1,18 
ST 21,28 ± 4,80 
PIGM 8,77 ± 1,39 
PE 32,97 ± 4,55 
PC 18,81 ± 1,05 
Lípido polar no-identificado 12,26 ± 0,57 
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Tabla 4.4. Porcentaje relativo de las clases de lípidos aislados de los huevos de P. maculata. Los valores 
corresponden a la media de tres réplicas (± 1 Ds). HC: hidrocarburos; ES: esteroles esterificados; TG: 
triacilglicerol; FFA: ácidos grasos libres; ST: esteroles libres; PIGM: pigmentos (carotenoides); PE: 
fosfatidiletanolamina; PC: fosfatidilcolina. HC y ES fueron cuantificados juntos. 
 
4.3.5. Valor energético de los huevos 
 A partir de los componentes bioquímicos fue posible calcular el equivalente en calorías de los 
huevos recién depositados. El valor energético aportado por cada clase de macromolécula se detalla en 
la Tabla 4.5. 
 
Macromolécula % p/ps 
Valor energético 
(kcal/g) 
Carbohidratos 76,41 3,14 
Proteínas 18,70 0,80 
Lípidos 1,25 0,10 
TOTAL 96,36 4,04 
 
Tabla 4.5. Valores energéticos de los huevos de P. maculata. Los resultados fueron calculados a partir del 
porcentaje de peso seco (% p/ps) de cada macromolécula presente en 1 g (ps) de huevo y utilizando el índice de 
Beninger & Lucas (1984). 
 
4.3.6. Características espectrales del FPV 
El espectro de absorción en el visible del FPV se muestra en la Figura 4.5. El FPV de P. 
maculata absorbe en un amplio rango del espectro visible (350-650 nm), teniendo un pico máximo a 
los 427 nm y otro pico más ancho a los 505 nm que exhibe una estructura fina. Estas características del 
espectro del FPV de P. maculata son similares a aquellas reportadas para su perivitelina mayoritaria, 
PmPV1 (Pasquevich et al. 2014). 
 
 
 
Figura 4.5. Espectro de absorción en la región visible del FPV de P. maculata. Los datos corresponden a la 
media de tres medidas independientes (línea continua) ± Ds (líneas punteadas). 
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4.3.7. Inhibición de proteasas 
El ensayo de inhibición de proteasas demostró que el FPV de P. maculata disminuye 
significativamente la actividad de todas las enzimas ensayadas (P<0,0001 para tripsina, quimotripsina 
y elastasa; P<0,05 para subtilisina) (Figura 4.6), mostrando la capacidad del FPV de inhibir proteasas. 
 
 
Figura 4.6. Capacidad inhibidora de proteasas del FPV de P. maculata. Los gráficos representan la actividad 
específica de las proteasas sin FPV (-FPV) y después de la incubación con 67-76 μg FPV de P. maculata 
(+FPV). Los valores representan el promedio ± 1 Ds de tres réplicas. *: P<0,05; ***: P<0,0001. 
 
4.3.8. Actividad aglutinante 
En conocimiento de la presencia de actividad hemaglutinante en otras especies de Pomacea, 
ensayamos la capacidad del FPV de P. maculata de aglutinar eritrocitos de conejo. Se observó 
aglutinación por encima de una concentración de 1,7 mg/mL de proteínas totales del FPV, aunque una 
actividad débil puede evidenciarse ya a partir de una concentración de 0,85 mg/mL de proteínas totales 
del FPV (Figura 4.7), indicando la presencia de lectinas activas dentro de los huevos de esta especie. 
 
 
 
Figura 4.7. Actividad hemaglutinante del FPV de P. maculata. 1-5: dilución seriada en base 2 de proteínas 
totales del FPV (3,4 mg/mL). No se observó formación de botón en el fondo de los pocillos de las columnas 1 y 
2 (reacción positiva). Un botón difuso (reacción débil) se observó en los pocillos en la columna 3. Los pocillos 
de las columnas 4 y 5 fueron negativos, con un botón claramente formado. C: control negativo. Se ensayaron tres 
pooles diferentes de FPV (A-C). 
 
FCNyM-UNLP Matías Leonel Giglio Tesis Doctoral-2019 
38
4.3.9. Toxicidad 
Los animales inyectados i.p. con el FPV de P. maculata mostraron cambios comportamentales 
después de 5-8 h y 16-20 h, en codornices y en ratones, respectivamente. Estos incluyen debilidad y 
letargo, ojos a medio cerrar y aumento de la frecuencia respiratoria (taquipnea). También presentaron 
abducción extrema de los miembros posteriores y pérdida de la capacidad de soportar su propio peso 
(paresia). Los ratones presentaron, además, pelo hirsuto y movimientos espásticos irregulares de la 
musculatura caudal cuando intentaban erguir su cola. Treinta horas después de la inoculación, los 
ratones mostraron parálisis fláccida de los miembros posteriores, mientras que los miembros anteriores 
continuaron funcionales. La muerte en la mayoría de los animales sobrevino después de las 40 h de la 
inyección. Cabe destacar que los supervivientes se recuperaron completamente luego de 96-120 h, 
incluso después de presentar la sintomatología de forma severa. 
La dosis de FPV de P. maculata que causa el 50 % de letalidad en el ensayo de 96 h (DL50 96 
h), fue determinada en 1,699 mg/kg para ratones y 7.439 mg/kg para codornices de acuerdo al análisis 
de PROBIT (Figura 4.8).  
 
 
 
Figura 4.8. Determinación de la DL50 96 h del FPV de P. maculata. A: toxicidad en ratones. B: toxicidad en 
codornices. La curva de mortalidad (línea azul) fue ajustada a partir de la respuesta de los animales (●). Los 
datos fueron convertidos a valores de PROBIT (♦) y la concentración a la cual el FPV causa el 50 % de letalidad 
fue calculada a partir de la curva de PROBIT (línea roja) usando el software estadístico EPA-Probit analysis 
program v.1.5. 
 
4.3.10. Digestión de los polisacáridos 
Se ensayó la resistencia de los polisacáridos aislados de los huevos de P. maculata a la 
digestión por α-amilasa y pancreatina. Las enzimas digestivas degradaron inmediatamente al almidón 
(P<0,001 para α-amilasa y P<0,0001 para pancreatina) utilizado como control de actividad enzimática. 
Sin embargo, no fueron capaces de liberar azúcares reductores a partir de la muestra de FPV de P. 
maculata (Figura 4.9). Este resultado indica que ni la α-amilasa, ni el extracto de páncreas, 
pancreatina, son capaces de degradar el componente mayoritario de los huevos de esta especie. 
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Figura 4.9. Resistencia del polisacárido de los huevos de P. maculata a la digestión enzimática. El almidón y 
el polisacárido de los huevos (Muestra) fueron incubados con (+Ez) y sin (-Ez) α-amilasa o pancreatina. Los 
resultados fueron analizados por ANOVA de una cola. Los valores representan las medias ± 1 Ds de dos 
réplicas. 
 
4.4. Discusión 
4.4.1. Composición bioquímica de los huevos 
Los huevos de los ampuláridos tienen un desarrollo directo y, por tanto, los embriones 
dependen del contenido del FPV para sustentar su crecimiento hasta la eclosión (la contribución del 
vitelo es despreciable). Se cree que las funciones primarias del FPV son tanto la nutrición como la 
protección del embrión en desarrollo contra los depredadores y el estrés físico (Dreon et al. 2006; 
Hayes et al. 2015; Heras et al. 2007). 
En este estudio, se caracterizó la composición bioquímica de aproximadamente el 99 % de la 
materia seca de los huevos de P. maculata, donde los carbohidratos son el componente mayoritario 
(76,4 % p/ps) seguido por las proteínas (18,7 % p/ps); y, a diferencia de los huevos de otros 
invertebrados acuáticos, y como ocurre con los huevos de P. canaliculata, sólo una pequeña cantidad 
de lípidos fue detectada (1,2 % p/ps). Estos resultados son semejantes a los de la composición de los 
huevos de otros gasterópodos (Heras et al. 1998; Livingstone & Zwaan 1983) y concuerda con el 
metabolismo energético basado en carbohidratos de muchos gasterópodos, lo que contrasta con los 
huevos de otros moluscos, como los de bivalvos, que usualmente contienen proteínas y lípidos como 
componentes mayoritarios (Holland 1978). 
El carbohidrato más abundante en los huevos de P. maculata es el polisacárido galactógeno, el 
cual también es el componente mayoritario de los huevos de P. canaliculata (Heras et al. 1998; Raven 
1972). La presencia de galactógeno como azúcar de reserva no fue inesperada ya que es exclusivo de 
los gasterópodos, y ampliamente presente en los huevos de los caracoles pulmonados y algunos 
Caenogastropoda, donde se asumía que sirve como fuente de energía durante la reproducción 
(Livingstone & Zwaan 1983; Raven 1972). El galactógeno se sintetiza en la glándula del albumen 
durante la época reproductiva, para ser luego transferido a los huevos, siendo los dos únicos sitios 
donde se lo encuentra (Goudsmit & Ashwell 1965; Wijsman & Wijck-Batenburg 1987). El contenido 
de galactógeno de P. maculata (~75 % p/ps) fue considerablemente mayor que el reportado para los 
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huevos de otros gasterópodos (30-40 % p/ps) (Heras et al. 1998; Raven 1972). Así, este polisacárido 
es la principal fuente de energía de los huevos de P. maculata, donde representa un ~78 % del valor 
energético total. A diferencia de otros polisacáridos de reserva, el galactógeno consiste en una cadena 
de D-galactosas unidas con enlaces β(13) o β(16), por lo que, para nutrirse de esta fuente de 
azúcares, los embriones cuentan con la presencia de un tipo específico de β-glicosidasas (Goudsmit 
1972). Asimismo, es interesante notar que además de D-galactosa, el galactógeno de P. maculata 
también contiene cantidades considerables de D-glucosa que debe encontrarse unida de forma 
diferente al usual enlace glicosídico α(14) o α(6) de los polisacáridos de reserva, ya que no puede 
degradarse en presencia de α-amilasa. La presencia en el galactógeno de otros monosacáridos además 
de la D-galactosa ya se había reportado en otros gasterópodos, como el planórbido Biomphalaria 
glabrata (Say, 1818) (Livingstone & Zwaan 1983). En contraste con los gasterópodos, los demás 
animales que acumulan carbohidratos en sus huevos, como los peces (Terner 1979) o la mosca de la 
fruta Drosophila melanogaster (Gutzeit et al. 1994), lo hacen en forma de glucógeno. Más aún, se 
puede decir que el glucógeno es el polisacárido de reserva universal en los huevos de metazoos y, por 
tanto, es sumamente intrigante el hecho de que los huevos de los gasterópodos reserven galactógeno 
en su lugar (Urich 1994). Algunos experimentos realizados en este trabajo pusieron a prueba una 
posible explicación a esta observación (ver sección 4.4.2). 
El segundo componente mayoritario de los huevos de P. maculata son las proteínas, las cuales 
fueron separadas en 3 fracciones: PV1, PV2 y PV3, previamente nombradas como PmPV1, PmPV2 y 
PmPV3 (Pasquevich et al. 2014). La fracción PV1 incluye una sola partícula descripta en P. maculata 
(PmPV1) y en P. canaliculata (PcOvo) (Dreon et al. 2004, 2008; Pasquevich et al. 2014). La PV2 
también corresponde a una sola partícula, la cual había sido descripta únicamente para P. canaliculata 
(PcPV2) (Dreon et al. 2013; Frassa et al. 2010; Garín et al. 1996; Heras et al. 2008). Aquí 
encontramos que en ambas especies, las PV2 presentan masas moleculares semejantes y sus 
subunidades la misma posición en los geles 2-DE en ambas especies, aunque se encuentra en mayor 
proporción en el FPV de P. maculata. En contraste, la PV3 es una fracción heterogénea en ambas 
especies (Garín et al. 1996; Pasquevich et al. 2014), pero con diferentes patrones proteicos. Estas 
diferencias indican diferencias importantes en el perfil proteico de sus huevos. Como ha sido sugerido 
previamente, esta información bioquímica nueva puede ser utilizada como una característica para 
distinguir entre dos especies de Pomacea cercanamente emparentadas y de distribución simpátrica 
(Pasquevich et al. 2014). 
Los lípidos son los componentes bioquímicos minoritarios de los huevos de P. maculata, 
mayormente representado por lípidos estructurales de membrana y pigmentos carotenoides. Esto es 
similar a lo que ocurre en los huevos de P. canaliculata e indica que los gasterópodos no utilizan a los 
lípidos como su mayor reserva energética durante el desarrollo embrionario (Heras et al. 1998).  
En cuanto a la composición de iones inorgánicos de los huevos de P. maculata, el calcio es el 
ion mayoritario en los huevos recién depositados y se encuentra mayormente en el estado no-soluble. 
Esta gran cantidad de calcio está en concordancia con el hecho de que los huevos de Pomacea son 
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verdaderamente cleidoicos (Pizani et al. 2005) y están rodeados por una cápsula calcárea, lo que 
parece ser una adaptación a la estrategia de oviposición aérea presente en estas especies (Hayes et al. 
2015). Además, el desarrollo directo implica que el calcio debe estar almacenado para suplir la 
formación de la concha de los caracoles durante la organogénesis (Tompa 1980). No existen estudios 
previos sobre los componentes inorgánicos de los huevos de otros caracoles Pomacea, por lo que no es 
posible establecer comparaciones.  
 
4.4.2. Defensas de los huevos de P. maculata 
 P. maculata, a diferencia de lo que ocurre usualmente, combina la estrategia de depositar un 
gran número de huevos con la de dotarlos de defensas bioquímicas que protegen al embrión y 
aseguran una alta tasa de eclosión. Estudios previos han demostrado que los huevos de Pomacea han 
desarrollado un grupo de perivitelinas con propiedades defensivas exclusivas dentro del reino animal, 
combinando perivitelinas con actividades neurotóxicas, antinutritivas y antidigestivas (Dreon et al. 
2006; Hayes et al. 2015; Heras et al. 2007) y una coloración llamativa, presumiblemente una 
coloración de advertencia. Probablemente esta combinación es la razón por la cual los huevos 
prácticamente carecen de depredadores (Heras et al. 2007). 
En particular, proteínas de huevo con actividad neurotóxica han sido descriptas solamente en 
dos especies, la araña viuda negra (Li et al. 2013) y P. canalicalata (Heras et al. 2008). En esta última, 
el efecto tóxico fue asignado a la segunda perivitelina más abundante, la PcPV2 (Dreon et al. 2013; 
Heras et al. 2008). Notablemente, el FPV de los huevos de P. scalaris (d’Orbigny, 1832) carece de 
esta proteína de 400 kDa y su FPV no tiene efecto neurotóxico (S. Ituarte, comunicación personal). En 
este estudio, demostramos que los huevos de P. maculata son tóxicos tanto para ratones como para 
codornices. Como se ha mencionado previamente, aves y roedores están entre los pocos depredadores 
de los caracoles manzana, y ambos evitan sus huevos y también descartan la glándula del albumen de 
las hembras adultas (Cadierno et al. 2017a, 2017b; Yusa et al. 2000), un comportamiento llamativo 
que se explicó recientemente por la presencia de agentes disuasivos (perivitelinas) dentro de los 
huevos y las glándulas (Cadierno et al. 2017b; Hayes et al. 2015). Los huevos de P. maculata 
presentan una perivitelina de 400 kDa, PmPV2, de características semejantes a la PcPV2 (Pasquevich 
et al. 2014). Más aún, la administración de FPV de P. maculata a ratones y codornices causa síntomas 
neurológicos y de comportamiento semejantes a aquellos reportados para el FPV de P. canaliculata en 
ratones, y con una toxicidad ligeramente mayor (Heras et al. 2008).  
Las diferencias observadas en la toxicidad entre las especies de Pomacea puede ser entendida 
en términos de la filogenia del grupo, ya que P. maculata y P. canaliculata pertenecen al clado 
Canaliculata mientras que P. scalaris pertenece al clado Bridgesii (ver Figura 1.1); al parecer dentro 
de este género, de diversificación rápida, estos clados han desarrollado defensas diferentes (Hayes et 
al. 2015). A pesar de las diferencias en cuanto a la toxicidad, los extractos de huevos de estas 3 
especies tienen una actividad aglutinante variada. En P. scalaris, una fuerte actividad hemaglutinante 
fue asociada a la perivitelina más abundante, la escalarina o PsSC, mientras que P. canaliculata 
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mostró una mucho más débil capacidad aglutinante tanto para PcPV2 como para el FPV en su 
totalidad, mientras que la PcPV1 carece de dicha actividad (Dreon et al. 2013, 2014; Ituarte et al. 
2012, 2018; Pasquevich et al. 2017). Aquí se observa que el FPV de P. maculata, al igual que el de P. 
canaliculata, tiene una débil actividad hemaglutinante. La actividad hemaglutinante de los huevos 
parece ser frecuente en la familia, y fue también reportada en Pila ovata (Olivier, 1804), Pomacea 
urceus (Müller, 1774) y P. paludosa (Say, 1829) (Baldo & Uhlenbruck 1974; Uhlenbruck et al. 1973). 
La capacidad aglutinante del FPV de estas especies ha sido interpretada como una defensa contra 
organismos patógenos (Ituarte et al. 2012; Prokop & Köhler 1967), o contra depredadores (Ituarte et 
al. 2018), como ocurre con algunas lectinas tóxicas de plantas que afectan al sistema digestivo de su 
depredador (Hajos et al. 1995; Peumans & Van Damme 1995). Sin embargo, el rol de las lectinas de 
los huevos como defensa del embrión en ampuláridos sólo ha sido estudiado en P. scalaris donde se 
observó que la lectina PsSC altera la morfología gastrointestinal (Ituarte et al. 2018). 
 En el clado Canaliculata, independientemente de si la actividad aglutinante juega o no un rol 
antidigestivo, se ha reportado un efecto antidigestivo del FPV de P. canaliculata debido a una fuerte 
actividad antiproteasa (Dreon et al. 2010). Esta inhibición de proteasas fue relacionada con la 
presencia de proteínas tipo Kunitz en el proteoma del FPV de P. canaliculata (Sun et al. 2012). En 
este trabajo, se observó actividad antiproteasa en el FPV de P. maculata, el cual no sólo inhibe 
enzimas digestivas de animales, sino que también proteasas bacterianas. Por tanto, además de la 
presencia de una neurotoxina, la presencia de una actividad antiproteasa puede ser también parte de la 
defensa del huevo contra la depredación y contra patógenos. 
 El presente estudio provee la primera evidencia de que, además de las proteínas, los 
carbohidratos podrían también ser indigeribles en los huevos de los caracoles manzana, limitando la 
capacidad del depredador para aprovechar sus nutrientes. En este sentido, es conocido que los 
polisacáridos con unión β de las plantas, generalmente estructurales, como la celulosa y las 
hemicelulosas, son componentes refractarios a la digestión por parte de los animales a no ser que éstos 
presenten alguna adaptación bioquímica que les permita aprovecharlos, como la presencia de 
celulasas, ya sean endógenas o de la microbiota simbionte (Karasov et al. 2011), una estrategia común 
en moluscos (Reglero & Cabezas 1976). Sin embargo, se ha reportado que incluso animales que 
cuentan con β-glicosidasas en su sistema digestivo, no son capaces de digerir el galactógeno de los 
caracoles (Myers & Northcote 1958). De hecho, se ha demostrado que sólo los embriones y los 
juveniles de caracoles recién eclosionados son capaces de catabolizar el galactógeno de los huevos 
(Goudsmit 1976; Myers & Northcote 1958; Weinland 1953). Aquí aportamos más datos que apoyan 
estos estudios ya que ni la α-amilasa ni la pancreatina pueden degradar el galactógeno de P. maculata 
en un ensayo in vitro. Toda esta información nos llevó a considerar que reservar galactógeno en lugar 
de glucógeno dentro de los huevos de gasterópodos puede representar una adaptación bioquímica de 
los gasterópodos que impediría la digestión de las reservas de azúcares del huevo si son ingeridos por 
los depredadores. Esta estrategia antinutritiva, que complementaría las defensas proteicas de los 
huevos, no sólo disminuye su valor nutritivo para los depredadores, sino que llevaría a la malabsorción 
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de otros nutrientes debido a que los componentes indigeribles aceleran el tránsito intestinal (Karasov 
et al. 2011). Sin embargo, se requieren más estudios para corroborar esta hipótesis. 
 De todos modos, el gran contenido de galactógeno podría tener otros roles relacionados con la 
oviposición aérea como puede ser la retención de agua, lo que protegería los huevos contra la 
desecación (Dreon et al. 2006), o proveer de una elevada viscosidad al FPV (que es varias veces más 
viscoso que el agua), lo que ha sido sugerido como una potencial defensa antimicrobiana (Ituarte et al. 
2010). 
 
4.5. Conclusión 
 Las propiedades tóxicas, antidigestivas, antinutritivas y aglutinantes del FPV de Pomacea 
conformarían una defensa efectiva de los huevos contra los depredadores, soportada por el hecho de 
que en la actualidad se conoce un único depredador de estos huevos en la naturaleza (Yusa 2001). La 
presencia de componentes defensivos múltiples y superpuestos que ayudan a la supervivencia de los 
embriones en las condiciones severas del ambiente aéreo podría ser una adquisición clave para el éxito 
que los caracoles Pomacea han alcanzado para su invasión y dispersión en nuevas regiones. 
Finalmente, en este trabajo se proveyó evidencia que sustenta la hipótesis que intenta explicar, por 
primera vez según nuestro conocimiento, el uso del galactógeno en los huevos de gasterópodos: podría 
estar involucrado en la defensa contra la depredación, y podría haber colaborado con la enorme 
radiación de este grupo, el más especioso luego de los insectos en el Reino Animal. 
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5. Estructura y estabilidad estructural de la PmPV2 
 
5.1. Introducción 
El desarrollo del embrión de los metazoos depende en mayor o menor medida de una sustancia 
de reserva acumulada en el huevo, el vitelo o el perivitelo, que actúa como fuente de energía y de 
materiales estructurales (De Jong-Brink et al. 1983; Eckelbarger 1994). Proveer sustancias nutritivas a 
los huevos representa una gran inversión maternal, y la cantidad, calidad y tasa de incorporación de 
esta fuente de energía, son rasgos fundamentales que condicionan la historia de vida de muchos 
metazoos (Eckelbarger 1994). A pesar del rol central que tienen en la reproducción, los estudios 
bioquímicos sobre los componentes, en particular las proteínas en moluscos, son escasos (De Jong-
Brink et al. 1983). En moluscos gasterópodos, la información sobre proteínas acumuladas en huevos 
está referida principalmente a su estructura primaria (secuencia) y a las funciones que cumplen. Se les 
asignan especialmente funciones antibacterianas, antifúngicas y citotóxicas (Iijima et al. 1995; Kisugi 
et al. 1989; Melo et al. 2000; Mukai et al. 2004; Yamazaki 1985, 1993). Por el contrario, la estructura 
tridimensional sólo se conoce para las perivitelinas de unas pocas especies del género Pomacea. En 
estos casos se han descripto sólo las perivitelinas mayoritarias PcOvo, PmPV1, PsSC y la PcPV2, 
todas ellas proteínas oligoméricas que están emergiendo como un eficiente y complejo sistema de 
protección y defensa de los embriones en desarrollo (Dreon et al. 2003, 2004, 2010, 2014; Frassa et al. 
2010; Heras et al. 2008; Ituarte et al. 2008, 2012). 
En particular, la PcPV2 de P. canaliculata es una glico-lipo-proteína de 400 kDa (Garín et al. 
1996) compuesta por dos subunidades de 67 kDa (PcPV2-67) y 31 kDa (PcPV2-31), cuyas estructuras 
primarias presentan homología con un grupo de proteínas del complejo de ataque de 
membrana/perforina (MACPF por sus siglas en inglés) y con un grupo particular de lectinas, 
respectivamente (Dreon et al. 2013). En tanto componente del FPV del huevo, la PcPV2 cumple 
funciones estructurales y nutritivas al ser incorporada y degradada por el embrión durante el desarrollo 
(Heras et al. 1998). Esta perivitelina es además una potente neurotoxina responsable de la toxicidad 
del FPV de P. canaliculata (Heras et al. 2008). Asimismo, al igual que otras perivitelinas estudiadas, 
es estable en un amplio rango de temperatura y pH, como así también, es capaz de tolerar la digestión 
gastrointestinal simulada in vitro, condiciones necesarias para resistir el ambiente aéreo y para cumplir 
sus funciones defensivas (Dreon et al. 2013; Frassa et al. 2010).  
Hasta la actualidad, la PcPV2 es la única toxina reportada dentro de la Familia Ampullariidae. 
Sin embargo, nosotros hemos encontrado que el FPV de los huevos de P. maculata es también tóxico 
(sección 4 del presente trabajo de Tesis Doctoral), aunque se desconocía la identidad, estructura y 
función del compuesto responsable de su toxicidad. Referido a esto, en los huevos de P. maculata se 
ha encontrado una proteína equivalente a la PcPV2, la PmPV2 (Pasquevich et al. 2014, sección 4 del 
presente trabajo de Tesis), compuesta de cadenas polipeptídicas semejantes a las subunidades de la 
PcPV2, y por tanto nombradas como PmPV2-67 y PmPV2-31 (Mu et al. 2017). Con la intención de 
aportar información referida a la estructura de las perivitelinas, se tiene por objetivo en esta sección 
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caracterizar estructuralmente la perivitelina-2 de P. maculata (PmPV2). Particularmente, se estudiaron 
la estructura primaria, secundaria, terciaria y cuaternaria de esta proteína y se analizaron las secuencias 
de sus subunidades para detectar posibles homólogos y predecir su estructura tridimensional. 
Finalmente se evaluó la estabilidad de la PmPV2 en distintas condiciones experimentales. 
Teniendo en cuenta la información detallada previamente, planteamos la siguiente hipótesis: la 
proteína PmPV2 de los huevos de Pomacea maculata es una perivitelina con estructura y estabilidad 
semejantes a la PcPV2. A partir de esta hipótesis realizamos las siguientes predicciones: (1) la PmPV2 
tendrá una estructura nativa y estabilidad semejante a la PcPV2; (2) las subunidades mayor y menor de 
la PmPV2 serán homólogas a proteínas de la familia MACPF y de las lectinas, respectivamente; (3) 
las subunidades de la PmPV2 se asemejarán estructuralmente a las proteínas MACPF y lectinas. 
 
5.2. Materiales y métodos 
5.2.1. Análisis electroforético 
La perivitelina PmPV2 purificada como se describió en la sección 3.3 fue analizada por 
PAGE-Nativo (sección 3.5.1.1) y la composición de subunidades fue analizada mediante PAGE-SDS 
en presencia y en ausencia de agente reductor (sección 3.5.1.2), utilizando 10 μg de proteína en ambos 
casos. Los geles fueron teñidos mediante la coloración con Coomassie Blue G-250 (Sección 3.5.3.1) o 
mediante la técnica de PAS (sección 3.5.3.2). 
La PmPV2 fue también analizada mediante 2-DE (sección 3.5.2) utilizando 60 μg de proteína 
y coloreando el gel utilizando Coomassie coloidal (sección 3.5.3.3).   
 
5.2.2. Análisis espectroscópico 
Los métodos espectroscópicos son ampliamente utilizados en proteínas para analizar su 
estructura, investigar sus cambios conformacionales bajo diferentes condiciones, y para comparar las 
propiedades de moléculas relacionadas, como proteínas homólogas o mutadas. Además, se utilizan 
para determinar la estabilidad de las proteínas y para seguir transiciones de desplegado y replegado 
bajo varias condiciones (Schmid 1989).  
  
5.2.2.1. Espectroscopia de absorción 
Durante la absorción, la energía de la luz es utilizada para promover electrones de su estado 
basal a un estado excitado (Schmid 1989). La cantidad relativa de luz absorbida por una muestra o 
absorbancia (Abs) está relacionada con la intensidad de la luz antes y después de su pasaje a través de 
una solución de proteína y depende linealmente de la concentración de acuerdo a la relación de Beer-
Lambert (Ecuación 5.1): 
 
ܣܾݏ ൌ ߝ ൈ ܥ ൈ ݈ [5.1] 
 
donde ε es el coeficiente de extinción molar, C es la concentración, y l es el paso óptico de la celda.  
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Los espectros de absorción en el rango UV-visible se obtuvieron en un espectrofotómetro 
Agilent 8453 UV-visible (Agilent Technologies, Inc.) con una resolución espectral de 1 nm. Se 
analizaron tres muestras independientes de una solución de PmPV2 0,64 mg/mL en buffer Tris-HCl 20 
mM pH 8,5 a una temperatura de 25 ± 1 °C utilizando cubetas de cuarzo de 150 μL de capacidad y 1 
cm de paso óptico. Se registraron series de diez espectros entre 230 y 800 nm para cada muestra y el 
blanco. Los espectros individuales fueron promediados y corregidos tanto por el blanco como por la 
dispersión de luz. El máximo de absorción se determinó por medio del cálculo de la primera derivada. 
La presencia de contaminantes fue determinada a partir de la relación Abs280/Abs260. Con el objetivo de 
analizar la contribución relativa de los distintos residuos aromáticos, se analizó también la cuarta 
derivada de los espectros en la región UV. 
 
5.2.2.2. Determinación del coeficiente de extinción molar 
El coeficiente de extinción molar (ε) es una medida de cuán fuerte una especie molecular 
absorbe la luz a una longitud de onda determinada y es una propiedad intrínseca de cada molécula. 
Este parámetro permite el cálculo de la concentración de una molécula en forma rápida y efectiva, 
utilizando únicamente la absorbancia de una solución pura de la molécula de interés (Gill & von 
Hippel 1989). Para esto, se utiliza la forma despejada de la Ecuación 5.1 (Ecuación 5.2): 
 
ܥ ൌ ୅ୠୱഊఌഊൈ௟   [5.2] 
 
En las proteínas en conformación nativa el espectro de absorción no deriva exclusivamente de 
la absorción individual de los residuos de aminoácidos aromáticos, sino que interviene el entorno 
donde estos residuos se encuentran y las interacciones que éstos realicen con otras partes de la 
molécula (Gill & von Hippel 1989). Por este motivo, la determinación experimental del ε es más 
precisa cuando la proteína está completamente desnaturalizada, y entonces a partir de ella se puede 
calcular el ε de la proteína nativa. 
El ε a 280 nm de la PmPV2 desnaturalizada (ε஽ଶ଼଴) fue determinado a partir de 720 μg de la 
proteína liofilizada diluida en una solución desnaturalizante de cloruro de guanidinio 6 M (GnHCl) en 
buffer Tris-HCl 20 mM, NaCl 150 mM pH 7,4. Se determinó su absorbancia a 280 nm y dado que se 
conoce la concentración exacta de la solución, se calculó el ε஽ଶ଼଴ por medio de la Ecuación 5.3: 
 
ߝ஽ଶ଼଴ ൌ ஺௕௦మఴబ஼ൈ௟   [5.3] 
 
Para determinar el ε de la PmPV2 nativa (εேଶ଼଴), se midió la absorbancia a 280 nm de dos 
soluciones, una nativa y otra desnaturalizada, de igual concentración proteica. Dado que partimos de la 
misma concentración, podemos igualar la Ecuación 5.2 de ambas soluciones y despejar el εேଶ଼଴ según 
la Ecuación 5.4: 
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ߝேଶ଼଴ ൌ ஺௕௦మఴబ,ಿൈఌವ
మఴబ
஺௕௦మఴబ,ವ   [5.4] 
 
donde εேଶ଼଴ y ε஽ଶ଼଴ son el coeficiente de extinción molar de la proteína (en mg-1.mL.cm-1) nativa y 
desnaturalizada, respectivamente, y Abs280,N y Abs280,D es la absorbancia a 280 nm de la solución de 
proteína nativa y desnaturalizada, respectivamente.  
Todas las medidas fueron realizadas por medio de un espectrofotómetro Agilent 8453 UV-
visible (Agilent Technologies). 
 
5.2.2.3. Espectroscopia de fluorescencia 
La emisión de fluorescencia se observa cuando, después de la excitación, los electrones del 
estado excitado revierten al estado basal (Schmid 1989). En la desexitación, parte de la energía se 
pierde por procesos no radiativos y, por lo tanto, la energía de la luz emitida es siempre menor que la 
energía de luz absorbida (Lakowicz 1999). En las proteínas, los residuos de aminoácidos aromáticos 
son los responsables de su fluorescencia. La mayor contribución suele estar dada por el Trp, el cual 
absorbe a 280 nm y emite a 355 nm, y en menor medida por la Tyr y la Phe, que absorben a 275 nm y 
258 nm y emiten a 304 nm y 282 nm, respectivamente. En general, la fluorescencia de los residuos de 
Phe es imperceptible y la de los residuos de Tyr es apenas perceptible en el espectro de fluorescencia 
porque, en proporción, tienen un menor rendimiento cuántico y porque ocurren fenómenos de 
transferencia energética de estos dos residuos al Trp (fenómeno de quenching). Por estos motivos, se 
suele analizar selectivamente los residuos de Trp excitando a longitudes de onda mayores a 295 nm 
(Lakowicz 1999; Schmid 1989). La fluorescencia depende sensiblemente del microambiente donde se 
encuentra el cromóforo y el análisis del espectro de fluorescencia nos permite, entonces, caracterizar el 
entorno de los residuos aromáticos en las proteínas (Lakowicz 1999). En la estructura nativa de las 
proteínas, el Trp se ubica en entornos hidrofóbicos, con un máximo de emisión en los 320 nm, y 
cuando las proteínas se desnaturalizan, la exposición al entorno polar produce un corrimiento de su 
emisión a los 350 nm, por lo que el análisis de los espectros de fluorescencia permite monitorear los 
cambios conformacionales producidos por agentes desnaturalizantes como la temperatura, el pH y 
caótropos (Lakowicz 1999; Schmid 1989).  
Los espectros de fluorescencia se obtuvieron en un espectrofluorómetro Perkin-Elmer LS55 
(Norwalk) con una resolución espectral de 1 nm. Se analizaron tres muestras independientes de una 
solución de PmPV2 65 μg/mL (Abs280 < 0.1) en buffer Tris-HCl 20 mM pH 8,0 a 25 ± 1 °C, utilizando 
cubetas de cuarzo de 50 μL de capacidad y 1 cm de paso óptico. La longitud de onda de excitación fue 
de 295 nm y la emisión fue registrada entre 310 y 410 nm, con un ancho de banda de 4 mm tanto para 
la excitación como para la emisión. Se registraron series de tres espectros para cada muestra y el 
blanco. Los espectros individuales fueron promediados y corregidos por el blanco.  
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5.2.2.4. Espectroscopia de dicroísmo circular (CD) 
El fenómeno de dicroísmo circular (CD por sus siglas en inglés) ocurre cuando un cromóforo 
forma parte de una estructura asimétrica, o cuando está inmovilizado en un entorno asimétrico, donde 
la luz circularmente polarizada hacia la derecha o hacia la izquierda se absorbe de forma desigual 
(Schmid 1989). Para determinar el espectro de CD de una molécula, se expone una solución de la 
misma a un haz de luz linealmente polarizado, que deriva de la suma de una componente 
circularmente polarizada dextrógira y otra levógira de igual magnitud y en fase. Al atravesar una 
muestra ópticamente activa, la absorción desigual y el desfasaje de estas componentes circularmente 
polarizadas determina como resultante una luz elípticamente polarizada (Kelly et al. 2005). El 
parámetro utilizado para describir el CD es la elipticidad molar, [θ], una magnitud que deriva del 
ángulo comprendido entre el eje semimayor de la elipse con la hipotenusa determinada entre en eje 
semimayor y el eje semimenor de la misma (Figura 5.1), la elipticidad (θ), corregido por la 
concentración de la muestra y el paso óptico de la celda (Schmid 1989).  
 
 
 
Figura 5.1. Diagrama de la luz elípticamente polarizada.  Representación gráfica de la luz elípticamente 
polarizada (violeta) como resultado de la suma de la luz circularmente polarizada a la derecha (azul) y a la 
izquierda (rojo) absorbidas de forma desigual por una muestra ópticamente activa. En el interior de la elipse se 
representa el parámetro de elipticidad, θ. 
 
En las proteínas, el CD ocurre en dos regiones espectrales diferentes. La región del UV-lejano, 
fUV (170-250 nm), está dominada por la contribución de los enlaces peptídicos, mientras que en la 
región del UV-cercano, nUV (250-300 nm), el CD deriva de los residuos aromáticos. Por lo tanto, las 
dos regiones espectrales brindan diferente información (Kelly et al. 2005; Schmid 1989). 
El espectro de CD en el fUV brinda información del esqueleto carbonado de las proteínas y se 
utiliza para caracterizar su estructura secundaria y los cambios en ella. Existen patrones de CD 
característicos para cada estructura secundaria (α-hélice y lámina-β) y para las regiones desordenadas. 
En esta región espectral, el espectro de CD de cualquier proteína resulta de la combinación lineal de 
las contribuciones de las diferentes estructuras secundarias presentes. 
El espectro de CD en el nUV de la conformación nativa de una proteína depende de que los 
residuos aromáticos se encuentren en un entorno asimétrico, reflejo de su estructura terciaria. No 
existen patrones específicos, pero la banda de CD en esta región es característica de cada proteína. Por 
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ello, estos espectros sirven como una “huella dactilar” de la conformación nativa de una proteína y son 
muy sensibles para seguir el desplegado de la misma frente a diferentes agentes desnaturalizantes.   
Se registraron los espectros de CD utilizando un espectropolarímetro Jasco J-810. La 
elipticidad en las regiones de nUV y de fUV fueron colectadas a 25 °C usando cubetas de 10 o 1 mm 
de paso óptico, respectivamente, utilizando un velocidad de escaneo de 20 nm.min-1 con un tiempo 
constante de 1 seg. Cada espectro fue medido tres veces y los datos fueron corregidos por el blanco de 
buffer y promediados. La elipticidad molar fue calculada según Schmid (1989).   
 
5.2.2.5. Dispersión de rayos-X de bajo ángulo (SAXS) 
La dispersión de rayos-X de bajo ángulo (SAXS por sus siglas en inglés) se basa en la 
determinación del patrón de dispersión angular cuando la muestra en solución es iluminada con un haz 
de luz en el rango de los rayos-X (típicamente 1-2 Å). A partir de este patrón de dispersión es posible 
obtener información estructural de macromoléculas en solución, pudiendo, incluso, obtener modelos 
tridimensionales de baja resolución (~5-7 Å) de la molécula de interés (Mertens & Svergun 2010). 
La solución conteniendo la molécula a estudiar es iluminada con radiación electromagnética 
producida por electrones que se mueven a alta velocidad en un campo magnético (radiación 
sincrotrón). Los fotones dispersados cuando el haz de luz impacta con la muestra se registran en 
función del ángulo al cual fueron dispersados formando así el “diagrama de dispersión SAXS” (Figura 
5.2) (Jacques & Trewhella 2010; Mertens & Svergun 2010). 
 
 
 
Figura 5.2. Diagrama del experimento de SAXS. El haz de luz incidente (izquierda) incide sobre la muestra y 
al atravesarla se dispersa en varios ángulos, 2θ, descriptos entre el haz de luz sin dispersar (línea punteada) y el 
haz de luz dispersada (línea continua). El módulo del vector generado entre estos dos haces de luces en el 
detector define el parámetro q. Los diagramas de SAXS describen la intensidad de luz que incide en el detector 
para cada q, I(q). 
 
A partir del ángulo de dispersión y de la longitud de onda del haz de luz incidente se calcula el 
valor de la amplitud del vector de dispersión (q), que deriva de la Ecuación 5.5 (Jacques & Trewhella 
2010). 
 
ݍ ൌ ସൈగൈ௦௘௡ఏఒ    [5.5] 
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donde θ es la mitad del ángulo entre la radiación incidente y la dispersada, y λ la longitud de onda fija 
incidente. 
El detector registra la intensidad en función de q, I(q), de los rayos-X dispersados. A partir de 
esta información, mediante transformaciones matemáticas, es posible extraer información acerca de la 
forma y el tamaño de la proteína (Mertens & Svergun 2010). Uno de los parámetros que se pueden 
obtener es el radio de giro (Rg) de una proteína. El Rg representa el promedio de las distancias de cada 
átomo de la partícula al centro de masa de la misma. El Rg puede ser estimado usando la aproximación 
de Guinier, que establece que para cada ángulo la intensidad depende sólo de dos parámetros como 
muestra la Ecuación 5.6 (Mertens & Svergun 2010). 
 
ܫሺݍሻ ൌ ܫሺ0ሻ ൈ ݁ሺೃ೒
మൈ೜మ
షయ ሻ  [5.6] 
 
Esto significa que la intensidad representada como ln I(q) vs. q2 debe ser una función lineal 
para una partícula con cualquier forma. A partir de la pendiente se puede determinar el Rg y la 
intersección de la dispersión en I(0), es proporcional al peso molecular y a la concentración de la 
proteína. 
Dado que la representación I(q) vs. q no es informativa intuitivamente, en la práctica, los datos 
de una muestra pueden ser convenientemente descriptos por la función de distribución de distancias, 
P(r), el cual es un histograma de las distancias entre todos los pares posibles de átomos dentro de la 
partícula. La función P(r) puede ser estimada a partir del patrón de dispersión de la partícula, I(q), 
mediante una transformación de Fourier como muestra la Ecuación 5.7 (Mertens & Svergun 2010). 
 
ܲሺݎሻ ൌ ௥మଶగమ ׬
௤మூሺ௤ሻ௦௘௡ሺ௤௥ሻ
௤௥
ஶ
଴ ݀ݍ  [5.7] 
 
Por definición, la función de distribución de distancia es igual a cero a P(0) y por encima de la 
dimensión máxima, Dmáx. En particular, las partículas globulares compactas tienen una función P(r) 
con forma de “campana” simétrica, mientras que las partículas desplegadas tienen una cola extendida.  
Finalmente, la globularidad de una molécula puede ser evaluada mediante el gráfico de 
Kratky, donde se representan I(q)*q2 vs. q a partir del patrón de dispersión de la partícula. La 
representación de Kratky permite visualizar las características de las partículas para identificar 
fácilmente el estado del plegado y la flexibilidad. Típicamente presenta una forma de “campana” 
cuando la partícula es globular mientras que se vuelve sigmoidea a medida que la partícula se 
despliega (Mertens & Svergun 2010). 
Los experimentos de SAXS se realizaron en el Laboratorio Nacional de Luz Sincrotrón, 
Campinas (San Pablo, Brasil), utilizando un haz de fotones monocromático de λ=1,448 Å en la línea 
D02A-SAXS2. La celda para la muestra fue construida utilizando dos ventanas de mica paralelas a 1 
mm de distancia, dejando un volumen libre de 300 μL para la muestra. La muestra fue ubicada a 
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1.511,54 mm de distancia del detector permitiendo un rango nominal de q entre 0,09 y 4,11 Å. Esto 
permite determinar parámetros estructurales con un tamaño máximo nominal menor o igual a 260 Å. 
El patrón de dispersión fue registrado mediante un detector bidimensional tipo MARCCD usando el 
software libre FIT 2D. Se utilizaron 3 concentraciones diferentes de PmPV2 (0,02, 0,2 y 2 mg/mL) en 
buffer Tris-HCl 20 mM pH 7,4. El experimento fue realizado en condiciones controladas de 
temperatura a 25 ± 1 °C. Se registraron y promediaron al menos cinco curvas independientes, las 
cuales fueron corregidas por la intensidad del haz, la homogeneidad del detector, el “ruido” intrínseco 
del detector (celda vacía) y el blanco (celda con el buffer muestra). Los datos obtenidos fueron 
analizados por medio del software ATSAS v.2.7.1 (Petoukhov et al. 2012). 
 
5.2.3. Estabilidad estructural de la PmPV2 
Se evaluó la estabilidad estructural de la PmPV2 frente a los cambios de temperatura, de pH y 
el agregado del caótropo GnHCl. Los cambios conformacionales de la proteína fueron analizados 
siguiendo la exposición del Trp al solvente (fluorescencia), el cambio en el radio de giro, Rg (SAXS), 
y la pérdida de estructura secundaria (CD). 
 
5.2.3.1. Estabilidad térmica  
Para los análisis térmicos las muestras fueron calentadas de forma escalonada desde los 25 °C 
hasta 85 °C usando un baño termostático con un sistema de circulación de agua comunicado a la 
cámara que contenía la cubeta con la muestra. Las muestras fueron calentadas de a 5 °C y una vez 
alcanzada la temperatura deseada se las dejó incubar 5 min antes de realizar las mediciones.  
La estabilidad térmica se determinó mediante fluorescencia, CD y SAXS, en las mismas 
condiciones que fueron detallas en la sección 5.2.2. En el caso de la espectroscopia de fluorescencia, 
además de los espectros, se compararon los centros de masa (CM) de los espectros. Este último es un 
valor adimensional que se determinó de acuerdo con la Ecuación 5.8. 
 
ܥܯ ൌ ∑ሺఒൈிሺఒሻሻ∑ிሺఒሻ   [5.8] 
 
donde F(λ) corresponde a la intensidad de emisión a la longitud de onda λ. 
Para el caso de los experimentos de CD, la desnaturalización de la PmPV2 en función de la 
temperatura fue analizada en la región del fUV siguiendo la pérdida de conformación helicoidal 
registrando los cambios en el espectro a una longitud de onda fija de 222 nm. 
 
5.2.3.2 Estabilidad frente al pH  
Para los análisis de pH, se reemplazó el buffer donde se encontraba la PmPV2 por agua y la 
concentración de la proteína fue recalculada por medio de su ε (sección 5.2.2.2). Luego, la PmPV2 (65 
μg/mL) fue incubada toda la noche con soluciones buffer a distintos valores de pH, en un rango de pH 
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de entre 2,0 y 12,0. Las soluciones a distinto pH fueron preparadas utilizando buffers de sales de 
fosfato de sodio y ácido cítrico (Deutscher 1990), cuyas composiciones se detallan a continuación: 
 
- Buffer pH 2,0: H3PO4 0,1 M, NaH2PO4 0,1 M. 
- Buffer pH 4,0: Ácido cítrico 0,1 M, NaH2PO4 0,1M. 
- Buffer pH 6,0: NaH2PO4 0,1 M, NaOH hasta ajustar a pH 6,0.  
- Buffer pH 8,0: NaH2PO4 0,1 M, NaOH hasta ajustar a pH 8,0. 
- Buffer pH 10,0: Na2HPO4 0,1 M, NaOH hasta ajustar a pH 10,0. 
- Buffer pH 12,0: Na2HPO4 0,1 M, NaOH hasta ajustar a pH 120. 
 
La estabilidad frente al pH se determinó también mediante fluorescencia, CD y SAXS, en las 
mismas condiciones que fueron detallas en la sección 5.2.2. Para la espectroscopia de fluorescencia, 
además de los espectros, se compararon los centros de masa (CM) de los espectros. 
Para el caso de los experimentos de CD, la desnaturalización de la PmPV2 en función del pH 
fue analizada en la región del fUV siguiendo directamente los cambios en el espectro. 
 
5.2.3.3. Equilibrio de desplegado 
El equilibrio de desplegado de la PmPV2 fue analizado siguiendo la exposición del Trp al 
solvente por medio de la emisión de fluorescencia de la proteína a diferentes concentraciones de 
GnHCl. Las soluciones de PmPV2 (65 μg/mL) fueron preparadas a las distintas concentraciones de 
GnHCl por medio de la adición de la cantidad necesaria de buffer Tris-HCl 20 mM pH 7,4 y de una 
solución stock de GnHCl 6,7 M. Luego de incubarlas toda la noche, se registraron los espectros de 
fluorescencia como se indica en la sección 5.2.2.3. Se compararon los espectros de emisión y los 
centros de masa (CM) de los espectros. Este último también fue utilizado para el cálculo de la energía 
libre de desplegado (߂ܩ°), un parámetro cinético que da idea de la estabilidad de las proteínas. 
El equilibrio de desplegado en función de la concentración de GnHCl fue monitoreado 
utilizando los CM de los espectros de fluorescencia y los datos fueron ajustados a las ecuaciones 5.9 y 
5.10 (Fersht 1999), asumiendo una cinética de desplegado de dos estados (N↔D).  
 
߂ܩ ൌ ߂ܩ° െ ݉஽ ൈ ሾܩ݊ܪܥ݈ሿ [5.9] 
 
ܨ ൌ 	 ே݂ ൈ ൫ܨ଴,ே ൅ ݈ே ൈ ሾܩ݊ܪܥ݈ሿ൯ ൅ ஽݂ ൈ ൫ܨ଴,஽ ൅ ݈஽ ൈ ሾܩ݊ܪܥ݈ሿ൯ [5.10] 
 
donde 	߂ܩ° es la energía libre de desplegado (∆ܩ) en ausencia de desnaturalizante, mD es la pendiente 
relacionada con el cambio de superficie expuesta y el cambio de la capacidad calorífica, F es la señal 
total, fD y fN son las fracciones parciales de proteína desplegada y nativa, respectivamente, F0,N y F0,D 
son la señal del estado nativo (N) y desnaturalizado (D), respectivamente, lN y lD son las pendientes de 
cambio de la señal de N y D, respectivamente, y [GnHCl] es la concentración del agente 
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desnaturalizante. Los datos se procesaron mediante una planilla de cálculo y utilizando la herramienta 
SOLVER. 
Finalmente, a partir de los resultados se calculó la concentración media de desnaturalizante 
(Cm) que se define como la concentración de desnaturalizante a la cual las fracciones de proteína 
nativa y desnaturalizada son iguales, i.e. que mantienen una relación 1:1. El cálculo de Cm se obtiene 
por medio de la razón entre ΔG° y mD como se muestra en la Ecuación 5.11.  
 
ܥ݉ ൌ ௱ீ°௠ವ [5.11] 
 
5.2.4. Análisis bioinformático 
Se utilizaron las secuencias aminoacídicas de las dos subunidades de PmPV2 (Mu et al. 2017), 
anotadas como CL6258 (PmPV2-67) y CL4382 (PmPV2-31) para los análisis bioinformáticos del 
presente trabajo de Tesis Doctoral.  
 
5.2.4.1. Análisis general de las secuencias de la PmPV2 
En primer lugar se identificó la presencia y ubicación de los sitios de corte de los péptidos 
señal utilizando la herramienta Signal.IP 4.2 (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) (Petersen et al. 
2011) y su localización dentro de la célula eucariota mediante TargetP 1.1 
(http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP/) (Emanuelsson et al. 2007). Varios parámetros físicos y 
químicos de las subunidades tales como peso molecular, punto isoeléctrico teórico, ε, entre otros, 
fueron predichos utilizando la herramienta ProtParam (https://web.expasy.org/protparam/). Los 
residuos de Ser, Thr y Tyr con posibilidad de ser fosforilados fueron predichos por medio de la 
herramienta NetPhosK 3.1 (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos-3.1/) (Blom et al. 2004) con un 
punto de corte de 0,85. Además, la presencia y probabilidad de que secuencias del tipo Asn-X-Ser/Thr 
se encuentren N-glicosiladas fue predicha por medio de la herramienta Net-Glyc 1.0 
(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/) (Gupta et al. 2004). 
Por otro lado, se identificaron los posibles dominios presentes en ambas secuencias por medio 
de la búsqueda por homología de secuencias en la base de datos Pfam 31.0 (https://pfam.xfam.org/) 
(Finn et al. 2016). Asimismo, se analizó la división en dominios e identificación de sus límites en cada 
cadena polipeptídica utilizando la herramienta ThreaDom 
(https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/ThreaDom/) (Xue et al. 2013). Esta última herramienta utiliza 
la secuencia para realizar plegamientos aleatorios múltiples para reconocer estructuras homólogas y 
análogas a partir de las cuales se calcula un puntaje de conservación del dominio (DCS por sus siglas 
en inglés) que permite estimar los límites del dominio. Los límites entre dominios aparecen como 
picos mínimos de DCS entre regiones de DCS relativamente constantes.   
 
5.2.4.2. Búsqueda de homólogos 
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Las secuencias fueron analizadas utilizando herramientas bioinformáticas en la base de datos 
del Centro Nacional de Información Biotecnológica (NCBI) utilizando algoritmos de búsqueda local 
de alineación. Los resultados obtenidos no determinan la identidad de la secuencia, pero sí el valor 
esperable o E-value, que indica la confianza estadística de identidad entre secuencias. El otro 
parámetro importante en la búsqueda de homologías es el puntaje o score entre dos secuencias que 
refleja la calidad de alineamiento de residuos idénticos y/o similares entre secuencias; cuanto mayor es 
el score y menor el E-value, existe mayor probabilidad de que las secuencias sean homólogas.   
La búsqueda de homólogos se realizó por medio de la herramienta BLASTp 
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE=Proteins) utilizando la base de datos de proteínas no 
redundante. El resto de los parámetros fueron configurados por default. Se recuperaron todas las 
secuencias con un E-value menor o igual a 1ൈ10-5. 
 
5.2.4.3. Análisis filogenéticos 
Las secuencias recuperadas por medio del análisis de BLASTp fueron alineadas por medio de 
la herramienta MUSCLE (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/) y analizadas filogenéticamente 
por medio del software libre MrBayes v.3.2.0. El análisis filogenético fue realizado utilizando un 
modelo mixto de aminoácidos, a partir de 4 cadenas con 100.000 generaciones. El árbol fue 
muestreado cada 100 generaciones, y el burnin final fue de 20.000. La desviación estándar de las 
frecuencias de separación fue siempre menor a 0,05. Los árboles fueron visualizados por medio del 
programa FigTree v.1.4.3. 
 
5.2.4.4. Predicción de la estructura tridimensional 
La estructura terciaria de las subunidades de la PmPV2 fueron predichas por medio del 
modelado por homología utilizando el programa libre Phyre2 v.2.0 
(http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2) (Kelley et al. 2015). El servidor utiliza el PSI-BLAST para 
encontrar moldes homólogos y modela la estructura tridimensional a partir de la secuencia. Los 
archivos pdb fueron visualizados utilizando la herramienta UCSF Chimera v.1.11. La calidad de las 
estructuras predichas fueron evaluadas utilizando el programa libre NT-PROCHECK v.3.4 
(Laskowski et al. 1996). Ambas estructuras obtenidas mostraron más de un 90 % de residuos con 
ángulos diédricos en las regiones más favorables y permitidas del gráfico de Ramachandran, indicativo 
de que la estructura obtenida es confiable. Los potenciales sitios de unión (o sitios activos) fueron 
predichos a partir de la estructura por medio del programa 3D Ligand Site (Wass et al. 2010). 
 
5.3. Resultados 
5.3.1. Caracterización estructural de la PmPV2 
5.3.1.1. Conformación nativa, tamaño y forma 
La proteína PmPV2 nativa se comporta electroforéticamente como una partícula de ~400 kDa 
(Figura 5.3 A) y mostró una reacción positiva a la coloración de PAS (Figura 5.3 B), indicando que es 
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una glicoproteína. En condiciones disociantes, la PmPV2 se desensambla en una única banda de ~98 
kDa que, con el agregado de β-mercaptoetanol como agente reductor, se separa en una cadena pesada 
de ~68 kDa y otra liviana de ~30 kDa (Figura 5.3 C), denominadas, por homología con las 
subunidades de PcPV2, como PmPV2-67 y PmPV2-31, respectivamente (Mu et al. 2017). Por lo tanto, 
de acuerdo a este análisis electroforético la estructura cuaternaria de la PmPV2 consiste en un 
octámero conformado por un tetrámero de heterodímeros que se mantienen unidos por fuerzas no 
covalentes y cuyas subunidades se unen entre sí por medio de puentes disulfuro intercatenarios. 
A partir del análisis de electroforesis bidimensional se pudo observar que la subunidad mayor, 
PmPV2-67, presenta 2 glicoformas, cuyos pI son de 5,22 y 5,38. Por el otro lado, la subunidad menor, 
PmPV2-31, presentó un único spot de pI igual a 8,16 (Figura 5.3 D). Estos valores difirieron 
ligeramente con aquellos predichos a partir de su estructura primaria mediante el análisis con el 
programa ProtParam (Tabla 5.1), donde la PmPV2-67 tiene un peso molecular de 59,39 kDa y un pI 
de 5,15, mientras que para la PmPV2-31dichos valores fueron de 28,23 kDa y 8,40, respectivamente.    
 
 
 
Figura 5.3. Análisis electroforético de la PmPV2. A: PAGE-Nativo del FPV y la PmPV2 coloreado con 
Coomassie G-250. B: PAGE-Nativo de la PmPV2 coloreado con la técnica de PAS. C: PAGE-SDS de la 
PmPV2 en ausencia y en presencia de un agente reductor. Std: estándar de peso molecular; FPV: fluido 
perivitelino; PmPV2: perivitelina-2 de Pomacea maculata pura; β-ME: beta-mercaptoetanol (agente reductor). 
D: 2-DE de la PmPV2. Spots 1 y 2: PmPV2-67; Spot 3: PmPV2-31. 
 
Parámetro PmPV2-67 PmPV2-31 
# Aminoácidos (sin péptido señal) 539 256 
PM (Da) 59.388,9 28.226.4 
pI 5,15 8,40 
Composición atómica C2.633H4.068N648O831S24 C1.262H1.897N343O383S7 
# Átomos 8.258 3.892 
ε cistinas/cisteínas (M-1cm-1) 93.695/92.820 81.025/80.900 
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Índice de estabilidad 38,83 (estable) 19,39 (estable) 
Índice alifático 74,4 64,65 
Promedio general de hidrofobicidad (GRAVY) -0,243 -0,357 
Vida media reticulocito/levadura/E. coli 4,4h/>20h/>10h 1h/3min/2min 
#Cisteínas 14 3 
# Aminoácidos cargados negativamente 57 21 
# Aminoácidos cargados positivamente 48 23 
 
Tabla 5.1. Parámetros de las subunidades de PmPV2 obtenidos del análisis de ProtParam. 
 
El tamaño y la forma global de la PmPV2 fueron determinados por SAXS. Los datos 
experimentales fueron representados como log I(q) vs q (Figura 5.4 A), donde puede observarse la 
típica forma sigmoidea al combinar las medidas a tres concentraciones de PmPV2. A su vez, a partir 
de la linealización de los datos en la región de Guinier (Figura 5.4 B), fue posible calcular un radio de 
giro (Rg) de 43,9 ± 0,6 Å. El gráfico de Kratky presenta la forma de campana típica de las proteínas 
globulares, aunque en la región de mayores valores de q la curva no llega a cero (Figura 5.4 C), 
indicando la presencia de regiones flexibles en la molécula de PmPV2. La función de distribución de 
pares de distancias indica que la PmPV2 presenta un máximo a los 43,69 Å, con un pequeño hombro a 
los ~110 Å y una Dmáx de 128,4 Å (Figura 5.4 D), compatible con una partícula anisométrica 
multidominio. Los datos de SAXS y los modelos correspondientes a la PmPV2 fueron depositados en 
la base de datos de acceso abierto Small Angle Scattering Biological Data Bank 
(http://www.sasbdb.org). 
 
5.3.1.2. Estructuras secundaria, terciaria y cuaternaria 
La caracterización estructural de la PmPV2 se completó mediante diversas técnicas biofísicas, 
que permitieron analizar varios aspectos relacionados con la conformación que adopta la proteína en el 
espacio. 
El espectro de absorción de la PmPV2 presentó un máximo de absorción a los 280,79 nm, 
valor característico del rango de absorción de los residuos aromáticos, y comprende longitudes de 
onda únicamente en la región del UV, adquiriendo un valor de cero por encima de los 310 nm (Figura 
5.4 E). Esto último indica que la PmPV2 carece de grupos prostéticos coloreados que absorban en la 
región visible. La relación Abs280/Abs260 fue de 0,5388, indicando la ausencia de contaminantes no-
proteicos en la muestra. A su vez, el análisis de la cuarta derivada indica que la absorción de esta 
proteína está dominada claramente por fuertes señales provenientes de los residuos de Trp (290 nm) y, 
en menor medida, por señales provenientes de la Tyr (285 nm) y Phe (250-270 nm). El ε280 de la 
PmPV2 obtenido fue de 1,198 mg-1.mL.cm-1. 
El espectro de fluorescencia del Trp de la PmPV2 mostró un máximo de emisión de ~335 nm 
(Figura 5.4 F), indicando que, en promedio, los anillos indólicos del Trp se encuentran en un entorno 
hidrofóbico (Lakowicz 1999). 
FCNyM-UNLP Matías Leonel Giglio Tesis Doctoral-2019 
58 
 
Los espectros de CD en la región de fUV (200-240 nm) y de nUV (260-320 nm), se muestran 
en la Figura 5.4 G y H, respectivamente. El espectro de CD en la región del fUV presenta una banda 
negativa con dos mínimos distribuidos entre 227 y 211 nm aproximadamente (Figura 5.4 G). El 
aspecto general del espectro es característico de una proteína con un plegamiento de tipo α+β, donde la 
intensidad de la señal a 222 nm es menor a la intensidad a 211 nm. En base a los datos del espectro 
previamente descripto, se aplicaron los algoritmos K2d y Contin con el fin de estimar el porcentaje de 
ambas estructuras secundarias presentes en la PmPV2 nativa. Ambos algoritmos dieron resultados 
semejantes, estimando un promedio de 20,7 % de α-hélice, 23,1 % de lámina-β y 56,2 % de regiones 
no estructuradas a una temperatura de 25 °C (Tabla 5.2). Por otro lado, el espectro de CD en la región 
del nUV mostró tres picos bien definidos con espectros finos en los rangos 260-282 nm, 284-292 nm y 
292-310 nm. El pronunciamiento y la definición de los picos indican que los residuos aromáticos y 
demás contribuyentes del espectro de CD en la región del nUV se encuentran en un entorno altamente 
rígido en la PmPV2. 
 
Algoritmo  α‐hélice (%)  Lámina‐β (%)  Región desordenada (%) 
K2d  22  23  55 
Contin  19,4  23,2  57,4 
Promedio  20,7  23,1  56,2 
 
Tabla 5.2. Proporción de elementos de estructura secundaria. Porcentaje de los elementos de estructura 
secundaria presentes en la PmPV2 estimadas a partir del espectro de CD utilizando Dichroweb (Whitmore & 
Wallace 2008) con los algoritmos K2d y Contin.  
 
5.3.2. Estabilidad estructural 
Teniendo en cuenta los estresores ambientales a los que puede estar expuesta la PmPV2, se 
determinó su estabilidad térmica (huevos aéreos expuestos a la radiación solar) y frente al pH (tracto 
gastrointestinal del depredador). Además, se analizó su cinética de desplegado por medio de la 
exposición de la PmPV2 al agente caotrópico GnHCl. Estos estudios se realizaron evaluando la 
exposición del Trp al solvente (fluorescencia), los cambios en el radio de giro de la molécula (SAXS) 
y la pérdida de estructura secundaria (CD).  
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Figura 5.4. Análisis espectroscópico de la PmPV2. A: datos experimentales de SAXS representados como log 
I(q) vs q. B: región linearizada de Guinier (1,2.10-4 ≤ q ≤ 5.10-3). C: gráfico de Kratky. D: gráfico de distribución 
de distancias. E: Espectro de absorción (línea completa) y su cuarta derivada (línea punteada). Inset: primera 
derivada con la línea de corte del eje de las abscisas. F: Espectro de fluorescencia a 25 °C. G: Espectro de CD en 
la región del UV-lejano. H: Espectro de CD en la región del UV-cercano.  
 
5.3.2.1. Estabilidad térmica 
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En los estudios de estabilidad térmica, la PmPV2 fue expuesta a un rango de temperaturas 
entre 25 y 80 °C. El análisis de los espectros de fluorescencia de la PmPV2 expuesta a las distintas 
temperaturas nos permite observar una disminución de la intensidad de la emisión, acompañado 
primeramente de un muy leve corrimiento del espectro hacia longitudes de onda menores (corrimiento 
hacia el azul) hasta los 70 °C, valor por encima del cual se observa un corrimiento hacia el rojo de 
forma más abrupta. Esto último indica una mayor exposición de los residuos de Trp al medio acuoso. 
Esta diferencia, poco perceptible en los espectros, se vuelve más evidente al analizar sus centros de 
masas (CM), donde se observa un cambio importante por encima de los 65 °C (Figura 5.5 A). Del 
mismo modo, el análisis de los cambios de estructura cuaternaria mediante SAXS, muestra una 
pérdida gradual de globularidad que se refleja en el comportamiento en los gráficos de Kratky, que va 
perdiendo su forma acampanada progresivamente hasta volverse aproximadamente sigmoidea a los 80 
°C. En concordancia, el Rg se mantiene constante hasta los 65 °C, pero aumenta de forma abrupta por 
encima de este valor, indicando una expansión de la molécula, propio del proceso de desplegado 
(Figura 5.5 B). Finalmente, la estabilidad térmica de la PmPV2 quedó también puesta de manifiesto al 
estudiar la evolución térmica de la elipticidad molar a 222 nm (característica de la presencia de α-
hélices) (Figura 5.5 C). A partir de estos experimentos se determinó la temperatura de 
desnaturalización de la PmPV2 en ~74,4 °C. 
 
 
Figura 5.5. Estabilidad térmica de la PmPV2. A: espectros de fluorescencia del Trp a diferentes temperaturas. 
Inset: centro de masas (CM). B: gráficos de Kratky de la PmPV2 a diferentes temperaturas. Inset: radio de giro 
(Rg). C: cambios en la estructura secundaria determinada por CD a 222 nm. 
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5.3.2.2. Estabilidad frente al pH 
Para los estudios de estabilidad frente al pH, la PmPV2 fue expuesta a soluciones buffers con 
valores de pH de entre 2,0 y 12,0. En el análisis de los espectros de fluorescencia no se observaron 
desplazamientos significativos de los máximos de emisión (no hay corrimiento de las longitudes de 
onda), exceptuando un muy leve corrimiento a pH 2,0 y pH 12,0 detectado a partir de los CM de los 
espectros, indicativo de la exposición al solvente de los Trp en ambos pH extremos (Figura 5.6 A). 
Sólo se observaron alteraciones en la intensidad del espectro en los mismos valores extremos de pH, 
con una disminución significativa a pH 12,0. Al analizar el efecto del pH por medio de la técnica de 
SAXS observamos que la PmPV2 presenta su estructura más compacta a pH 6,0 (curva con forma de 
campana), valor por encima y por debajo del cual presenta una leve pérdida progresiva de la misma, 
como refleja el gráfico de Kratky (Figura 5.6 B). El radio de giro, en cambio, permanece 
aproximadamente constante en todo el rango de pH, excepto a pH 4, donde aumenta hasta alcanzar 
~70 Å, indicando una expansión de la molécula. Los espectros de CD en la región del fUV, medidos a 
pH 4, 6 y 8, no parecen presentar ninguna alteración observable, por lo que inferimos que la estructura 
secundaria no presenta cambios significativos en dicho rango de pH (Figura 5.6 C).   
 
 
 
Figura 5.6. Estabilidad de la PmPV2 frente al pH. A: espectros de fluorescencia del Trp a diferentes pH. 
Inset: centro de masas (CM). B: gráficos de Kratky de la PmPV2 a diferentes pH. Inset: radio de giro (Rg). C: 
cambios en la estructura secundaria determinada por CD en la región del fUV. 
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5.3.2.3. Equilibrio de desplegado 
La desnaturalización de la PmPV2 fue analizada exponiendo a la proteína a diferentes 
concentraciones del agente caotrópico, siguiendo el proceso de desplegado mediante fluorescencia 
(Figura 5.7).  
Pudimos observar tres comportamientos; por un lado a bajas concentraciones de GnHCl (hasta 
1,5 M) aumenta la intensidad de fluorescencia, mientras que el CM permanece relativamente 
constante. Luego, a concentraciones de GnHCl intermedias (entre 2 y 4,5 M) se observa una 
disminución progresiva la intensidad de emisión, junto con un corrimiento hacia el rojo asociado a una 
exposición progresiva de los anillos indólicos del Trp al solvente polar (Figura 5.7 A). Finalmente, a 
valores altos de GnHCl (entre 5 y 6 M) hay un nuevo aumento en la intensidad de fluorescencia y un 
mayor corrimiento del espectro hacia el rojo, mientras que el CM permanece relativamente constante. 
Los aumentos en la intensidad de fluorescencia a bajas y altas concentraciones de GnHCl 
probablemente se deban a la eliminación de interacciones locales de los Trp superficiales y profundos 
(fenómeno de quenching).  
 
 
 
Figura 5.7. Desnaturalización con GnHCl. A: espectro de fluorescencia del Trp a diferentes concentraciones 
de GnHCl. B: fracción de PmPV2 desnaturalizada observada (círculos llenos) y estimado (línea) a partir del cual 
se calcularon los parámetros ΔG° y Cm. 
  
A partir de los CM de los espectros se estimó el cambio de energía libre (ΔG°) del proceso de 
desplegado de la PmPV2 en 9,06 ± 0,07 kJ/mol. Por otro lado, la concentración media (Cm) de GnHCl 
a la cual se despliega el 50% de PmPV2 fue de 4,14 ± 0,02 M. 
 
5.3.3. Análisis bioinformático 
5.3.3.1. Análisis bioinformático de la subunidad PmPV2-31 
La secuencia de la subunidad menor, PmPV-31, obtenida previamente (Mu et al. 2017) se 
muestra en la Figura 5.8. De acuerdo con el análisis por medio de herramientas bioinformáticas se 
pudo determinar que de los 286 residuos que constituyen su secuencia, los 30 primeros pertenecen a 
un péptido señal que señaliza para la vía secretora, con un sitio de corte entre la A30 y la F31. Esta 
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cadena presenta 15 posibles sitios de fosforilación y un único sitio de N-glicosilación con baja 
probabilidad de unir glicanos. El análisis con Pfam detectó la presencia de un dominio Hyd_WA 
(PF06462, E-value = 6,6ൈ10-5) entre los residuos 229 y 258, caracterizado por un plegamiento del tipo 
beta-propeller.    
 
PmPV2‐31 (CL4382a) 
MVKKIHFIME RHASIVAFLL AVLALTESQA FTSVKLPRDE HWPYNYVSVG PAGVWAVNRQ 60 
NKLFYRTGTY GDNANMGSGW QFKQDGVGQV DVGKDKVGYI NLSGGSLFRI EGISQANPVG 120 
GTPKSWEWWT KYIGMSLRED TRFSSRIENQ NKVLTFTFRT CFWASRITNW CFADSSYTET 180 
VTAGGSGTWI TKSQLKYKSG TFGNPDTEGG DWILVDSGSF QHVSSGSGVV LAVRSNGELV 240 
QRTGITCSLP QGTGWTSMLN SMSRVDTYGT VAWAVDTAGD LYFINL 286 
 
Figura 5.8. Secuencia de la subunidad PmPV2-31. En la secuencia se muestra el péptido señal en verde, el 
dominio Hyd_WA en naranja, los posibles sitios de fosforilación en azul y los posibles sitios de N-glicosilación 
en rojo. a: código Genebank de NCBI. 
 
El resultado de la búsqueda de homólogos por medio de la herramienta BLASTp se muestra 
en la Tabla 5.3. La PmPV2-31 presentó 34 secuencias coincidentes, la mayoría de ellas 
correspondientes a diferentes familias de lectinas presentes en distintos Phyla, como moluscos, 
cnidarios, priapúlidos, equinodermos y cordados. Con excepción de la PcPV2, el resto de las 
secuencias presentan un porcentaje de identidad (%id) muy bajo, un hecho frecuente al analizar 
secuencias de lectinas. 
 
#  Identificación  Descripción  %id  E‐value  Score 
1  P0C8G7.2  Perivitelina‐2 subunidad de 31 kDa, Pomacea canalicualta  96,853  0  573 
2  XP_019641756.1  Proteín tipo tectonina con repeticiones de beta‐propeller 2, Branchiostoma belcheri  33,333  1,09ൈ10
‐19  99 
3  XP_002597540.1  Proteína hipotética, Branchiostoma floridae  32,258  1,64ൈ10‐19  99 
4  XP_019624831.1  Proteín tipo tectonina con repeticiones de beta‐propeller 1, Branchiostoma belcheri  29,388  5,36ൈ10
‐17  91,3 
5  XP_019639794.1  Proteína sin caracterizar, Branchiostoma belcheri  31,727  8,65ൈ10‐17  91,3 
6  AMZ02451.1  Proteína tipo perivitelina‐2 subunidad de 31 kDa, Littorina littorea  30  9,38ൈ10
‐17  88,2 
7  XP_002612821.1  Proteína hipotética, Branchiostoma floridae  30,992  1,77ൈ10‐16  88,6 
8  ABY28359.1  Proteína tipo taquilectina, Branchiostoma floridae  28,689  3,61ൈ10‐16  87 
9  XP_019647440.1  Proteína homóloga a la peroxidasina isoforma x2, Branchiostoma belcheri  29,63  8,00ൈ10
‐14  82 
10  XP_019647439.1  Proteína homóloga a la peroxidasina isoforma x1, Branchiostoma belcheri  29,63  9,30ൈ10
‐14  82 
11  XP_002590957.1  Proteína hipotética, Branchiostoma floridae  29,098  1,36ൈ10‐13  81,6 
12  XP_002590955.1  Proteína hipotética, Branchiostoma floridae  29,018  2,35ൈ10‐13  80,9 
13  XP_002602245.1  Proteína hipotética, Branchiostoma floridae  27,241  4,18ൈ10‐13  80,1 
14  XP_022079616.1  Proteína tipo tectonina con repeticiones de beta‐propeller 1, Acanthaster planci  27,381  1,11ൈ10
‐12  77,4 
15  CAI77215.1  Precursor de proteína de cnidario relacionada taquilectinas, Hydractinia echinata  28,455  6,49ൈ10
‐12  74,7 
16  XP_019615747.1  Proteína sin caracterizar, Branchiostoma belcheri  34,653  1,42ൈ10‐11  75,5 
17  XP_019615738.1  Proteína sin caracterizar, Branchiostoma belcheri  35,468  1,58ൈ10‐11  75,1 
18  XP_022093394.1  Proteína tipo lectina L6, Acanthaster planci  25,61  3,61ൈ10‐11  72,8 
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19  XP_002607222.1  Proteína hipotética, Branchiostoma floridae  30  3,61ൈ10‐11  74,3 
20  XP_002612859.1  Proteína hipotética, Branchiostoma floridae  31,915  4,39ൈ10‐11  71,6 
21  XP_019637745.1  Proteína sin caracterizar, Branchiostoma belcheri  27,039  4,65ൈ10‐11  73,6 
22  XP_019647170.1  Proteína tipo mieloperoxidasa, Branchiostoma floridae  30,579  4,41ൈ10‐10  71,2 
23  AAX84775.1  Proteína tipo taquilectina, Hydractinia echinata  28,629  9,17ൈ10‐10  68,6 
24  XP_002605923.1  Proteína hipotética, Branchiostoma floridae  32,245  1,38ൈ10‐09  69,3 
25  XP_002597862.1  Proteína hipotética, Branchiostoma floridae  46,667  1,83ൈ10‐09  68,9 
26  XP_019623528.1  Proteín tipo tectonina con repeticiones de beta‐propeller 1, Branchiostoma belcheri  46,667  3,19ൈ10
‐09  68.2 
27  XP_019646076.1  Proteína sin caracterizar, Branchiostoma belcheri  29,825  9,85ൈ10‐09  67,4 
28  XP_002607217.1  Proteína hipotética, Branchiostoma floridae  30  1,56ൈ10‐08  66,6 
29  XP_002610870.1  Proteína hipotética, Branchiostoma floridae  28,992  3,18ൈ10‐07  62 
30  XP_002595508.1  Proteína hipotética, Branchiostoma floridae  45,333  1,72ൈ10‐06  60,5 
31  XP_002610872.1  Proteína hipotética, Branchiostoma floridae  33,333  3,26ൈ10‐06  55.5 
32  XP_014675582.1  Proteína tipo lectina L6, Priapulus caudatus  42,857  6,41ൈ10‐06  55,1 
33  XP_014665081.1  Proteína tipo perivitelina‐2 subunidad de 31 kDa, Priapulus caudatus  29,808  7,12ൈ10
‐06  57 
34  XP_015275642.1  Proteína tipo lectina de huevo de pez, Gekko japonicus  35,484  1ൈ10‐05  55,5 
 
Tabla 5.3. Proteínas homólogas a la PmPV2-31. Secuencias de proteínas recuperadas mediante el análisis de 
BLASTp con un E-value inferior o igual a 1ൈ10-5. 
 
El árbol filogenético obtenido (Figura 5.9) muestra que la PmPV2-31 se encuentra 
estrechamente relacionada con las proteínas lectina L6 y tectonina con repeticiones de beta-propeller 
de Acanthaster planci (Echinodermata) y la proteína tipo perivitelina-2 31 kDa de Littorina littorea 
(Mollusca). 
 
 
Figura 5.9. Árbol filogenético de las secuencias relacionadas con PmPV2-31. Árbol filogenético obtenido por 
medio de MrBayes a partir de las secuencias obtenidas por BLASTp y alineadas por MUSCLE. DS: desvío 
estándar promedio de separación de los árboles. Los códigos de los nodos se corresponden con los detallados en 
la Tabla 5.3. La PmPV2-31 está señalada con una flecha. 
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 La estructura tridimensional de la PmPV2-31, obtenida mediante modelado por homología, 
mostró un 100 % de confianza. El mejor molde reconocido fue la proteína lectina de los huevos de 
pez, FEL por sus siglas en inglés (4RUS, Protein Data Bank), una lectina aislada y cristalizada de los 
huevos de Cyprinus carpio (Capaldi et al. 2015). La PmPV2 se pliega en una hélice de seis aspas, cada 
una formada por una lámina-β de 4 cadenas, estructura conocida como beta-propeller (Figura 5.10 A). 
La primera aspa se forma con una cadena de la región N-terminal de la secuencia y tres cadenas de la 
región C-terminal de la misma cadena polipeptídica, cerrando la estructura sobre sí misma. Se detectó 
que la PmPV2-31 presenta un posible sitio de unión a Ca+2 en el centro de la estructura en el cual 
intervienen la Arg112 y la Asp236 (Figura 5.10 B).  
El alineamiento de las aspas de la estructura de la PmPV2-31 indica que esta subunidad no 
consta de repeticiones en tándem de su secuencia, como es característico. Sin embargo, hay una cierta 
conservación de residuos con las mismas propiedades fisicoquímicas que siguen un patrón en tándem. 
Un único aminoácido, el Trp, se conserva en la secuencia de 5 de las seis aspas (Figura 5.10 C).  
 
 
 
Figura 5.10. Estructura de la PmPV2-31. A: estructura de la PmPV2-31 obtenida por Phyre2. Las aspas 
fueron numeradas del 1-6 con diferente coloración, cada una formada por cuatro cintas-β. El ión calcio está 
representado con una esfera verde en el centro de la molécula. La estructura se muestra en dos orientaciones 
diferentes. B: detalle de los residuos que participan en la unión del Ca
+2 
. C: secuencia aminoacídica de las seis 
aspas del β-propeller, una por cada renglón. Los aminoácidos de cada aspa están representados con distintos 
colores y los cintas-β están subrayados usando los mismos colores que en A para cada aspa. Los aminoácidos 
que conservan la misma propiedad físico-química están encerrados con el siguiente código de colores: en negro 
aminoácidos hidrofóbicos, en verde los polares, en azul los anfóteros, en gris los aromáticos, en amarillo los de 
tamaño pequeño y en rojo la glicina. Los aminoácidos conservados en las aspas se marcan con un asterisco. La 
numeración corresponde a la proteína sin péptido señal. 
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5.3.3.2. Análisis bioinformático de la subunidad PmPV2-67 
La secuencia de la subunidad mayor, PmPV2-67, contiene 565 residuos, de los cuales los 
primeros 26 pertenecen al péptido señal para la vía secretora, con un sitio de corte entre la G26 y la 
A27. Esta cadena presenta 28 potenciales sitios de fosforilación y un único sitio de N-glicosilación con 
muy baja probabilidad de estar unido a glicanos. Mediante el análisis de Pfam se identificó un dominio 
de ataque a membrana/perforina (E-value = 7ൈ10-24) entre los residuos 131 y 327, característico de la 
familia de proteínas MACPF (Membrane Attack Complex/Perforin) perteneciente a la superfamilia 
CDC/MACPF (CL0293), que incluye a las proteínas CDC (Cholesterol Dependent Cytolysins) 
bacterianas. La firma característica de este dominio, cuya secuencia consenso es Y/W-G-T/S-H-F/Y-
(X)6-G-G, se encuentra completamente conservada entre los sitios 202 y 214 (Figura 5.11). 
 
PmPV2‐67 (CL6258a) 
MSQLRWWVVS QVLLLIAICS LDHSEGARVC PKIVPGLDKL RVGVDITKLD LLPLFDLGDN 60 
GFRSAVADYT CDRGQTAVVD GESFDVPDQV DSVVIESSGQ QTSSVTTIKS ESQISQALSI 120 
SAGISVETAK AGFSSSASYA EMQEAITKYG RTVSQMSAVY TTCSANLSPN LLLGQNPLQT 180 
LSRLPSDFTA DTQGYYDFIK TYGTHYFNKG KLGGMFLFTS ETDMSYFQNK NSQQIEATVK 240 
ATFASILSTE TGGSSDESKE VIEFKESSLI TSKFFGGQTN LAADGLTKWQ PTIAKLPYFM 300 
SGTLSTISSL IADTTKRASM ELAVKNYLLK AKVANLDRLT YIRLNSWSVG HNELRDLSAQ 360 
LQNLKTKTIF SDADEKLLQS IEDQVSVPAW FSDRTTFCFR STAVGSADQC NGQSTNTLCA 420 
EPNRYTQQYM DKTYLGDTGC RLVWKISTTE STDWFKSVKV NFRWYPTWSP CACGPVGTPF 480 
TISAPANSWT QDYLDVTNPK FGECMLQWMI EVPPTATLWA KNLEFCIDFT CGKKKQCVDA 540 
NQWTEPYLDI SAHEACGMSW ALIAK 565   
Figura 5.11. Secuencia de la subunidad PmPV2-67. Se muestra el péptido señal en verde, el dominio MACPF 
en naranja con su firma subrayada, los posibles sitios de fosforilación en azul y los posibles sitios de N-
glicosilación en rojo. a: código Genebank de NCBI. 
 
El resultado de la búsqueda de homólogos por medio de la herramienta BLASTp se muestra 
en la tabla 5.4. La PmPV2-67 presentó 26 secuencias coincidentes, la mayoría de ellas 
correspondientes a proteínas de la familia MACPF o a proteínas tipo perivitelina-2 subunidad 67 kDa, 
presentes en organismos tan diversos como protistas (Symbiodinium microadriticum) y mamíferos 
(Sarcophilus harrisii). Del mismo modo que con la subunidad menor, con excepción de la PcPV2, el 
resto de las secuencias presentan un porcentaje de identidad (%id) relativamente bajo, un hecho 
también común entre las proteínas de la superfamilia CDC/MACPF. 
 
#  Identificación  Detalle  %id  E‐value  Score 
1  P0C8G6.2  Perivitelina‐2 subunidad 67 kDa, Pomacea canliculata  96,46  0  1140 
2  XP_013094890.1  Proteína tipo perivitelina‐2 subunidad 67 kDa, Biomphalaria glabrata  32,925  5,29ൈ10
‐96  313 
3  XP_013095051.1  Proteína tipo perivitelina‐2 subunidad 67 kDa, Biomphalaria glabrata  32,793  8,69ൈ10
‐92  301 
4  AMZ02450.1  Proteína tipo perivitelina‐2 subunidad 67 kDa, Littorina littorea  33,858  7,57ൈ10
‐91  300 
5  XP_013094774.1  Proteína tipo perivitelina‐2 subunidad 67 kDa, Biomphalaria glabrata  31,579  7,86ൈ10
‐89  295 
6  AEK10751.1  Proteína con dominio MACPF, Mytilus galloprovincialis  33,573  6,72ൈ10‐87  289 
7  XP_005112978.1  Proteína tipo perivitelina‐2 subunidad 67 kDa, Aplysia californica  33,273  1,42ൈ10
‐85  286 
8  XP_013787111.1  Proteína tipo perivitelina‐2 subunidad 67 kDa, Limulus polyphemus  31,273  1,37ൈ10
‐82  278 
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9  XP_013093733.1  Proteína tipo perivitelina‐2 subunidad 67 kDa, Biomphalaria glabrata  31,263  1,96ൈ10
‐75  256 
10  XP_013094888.1  Proteína tipo perivitelina‐2 subunidad 67 kDa, Biomphalaria glabrata  33,058  4,43ൈ10
‐74  253 
11  XP_013094889.1  Proteína tipo perivitelina‐2 subunidad 67 kDa, Biomphalaria glabrata  34,236  1,46ൈ10
‐64  229 
12  OXA43234.1  Componente de complemento C9, Folsomia candida  30,481  3,07ൈ10‐39  160 
13  XP_021963466.1  Proteína tipo perivitelina‐2 subunidad 67 kDa, Folsomia candida  30,481  4,34ൈ10
‐39  159 
14  XP_017480285.1  Proteína tipo perivitelina‐2 subunidad 67 kDa, Rhagoletis zephyria  30,864  8,52ൈ10
‐38  156 
15  XP_015786509.1  Proteína tipo perivitelina‐2 subunidad 67 kDa, Tetranichus urticae  28,313  2,64ൈ10
‐32  139 
16  XP_014669680.1  Proteína sin caracterizar, Priapulus caudatus  32,143  1,17ൈ10‐19  102 
17  XP_017463811.1  Proteína tipo perivitelina‐2 subunidad 67 kDa, Rhagoletis zephyria  26,957  4,10ൈ10
‐19  98,2 
18  XP_017488919.1  Proteína tipo perivitelina‐2 subunidad 67 kDa, Rhagoletis zephyria  24,904  5,74ൈ10
‐18  95,1 
19  XP_017461453.1  Proteína tipo perivitelina‐2 subunidad 67 kDa, Rhagoletis zephyria  26,766  4,41ൈ10
‐15  86,7 
20  XP_015787178.1  Proteína tipo perivitelina‐2 subunidad 67 kDa, Tetranichus urticae  31,098  4,81ൈ10
‐13  79,7 
21  XP_006817276.1  Proteína tipo perivitelina‐2 subunidad 67 kDa, Saccoglossus kowalvskii  27,604  6,79ൈ10
‐11  72,4 
22  OLP82815.1  Proteína tipo perivitelina‐2 subunidad 67 kDa, Symbiodinium microadriaticum  23,932  3,91ൈ10
‐07  65,1 
23  XP_003754927.1  Perforina‐1, Sarcophilus harrisii  27,778  3,56ൈ10‐06  60,5 
24  XP_019212965.1  Proteína tipo perforina‐1, Oreochromis niloticus  22,589  1,00ൈ10‐05  59,3 
25  XP_019620290.1  Proteína sin caracterizar, Branchiostoma belcheri  37  1,00ൈ10‐05  58,5 
26  XP_015275642.1  Componente de complemento C9, Gekko japonicus  23,643  1,00ൈ10‐05  57,4 
 
Tabla 5.4. Proteínas homólogas a la PmPV2-67. Secuencias de proteínas recuperadas durante el análisis de 
BLASTp con un E-value inferior a 1ൈ10-5. 
  
A partir de un análisis más detallado del resultado de BLASTp, se puede observar que la 
PmPV2 presenta dos regiones o dominios diferentes entre sí (Figura 5.12 A). Esta observación se 
confirmó aplicando sobre la secuencia el algoritmo ThreaDom, que detecta en la cadena polipeptídica 
sitios que pudieran pertenecer a dominios conservados, estableciendo los límites entes ellos (Xue et al. 
2013) (Figura 5.12 B). Por lo tanto, optamos por separar la secuencia de la PmPV2 en estas dos 
regiones y re-analizarlas por separado, la del extremo N-terminal (residuos 1-331) contiene al dominio 
MACPF, denominada Nt-PmPV2-67, y la otra en el extremo C-terminal (residuos 332-565), 
denominada Ct-PmPV2-67. Para la Nt-PmPV2-67 se obtuvieron 23 secuencian que coinciden con las 
secuencias obtenidas para la proteína completa, con excepción de las secuencias XP_014669680.1, 
XP_006817276.1 y XP_019620290 que fueron excluidas. Estas tres proteínas no corresponden con 
proteínas de la familia MACPF pero son homólogas a la región Ct de la PmPV2. El resultado para la 
Ct-PmPV2 incluyó, estas tres secuencias así como varias secuencias de MACPF de invertebrados, en 
su mayoría moluscos (Figura 5.12 C). Dada la particularidad de esta región de la Ct-PmPV2-67, se 
realizó el alineamiento de las secuencias recuperadas por BLASTp (Figura 5.12 D). En él se pueden 
observar una gran cantidad de residuos de aminoácidos muy conservados. Notoriamente, esta región 
presenta gran cantidad de residuos de cisteína, característico de ciertos dominios accesorios de las 
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MACPF de vertebrados. Asimismo, dos de las secuencias recuperadas por BLASTp presentan un 
dominio Notch, caracterizado por contener dominios de factor de crecimiento epitelial (EGF por sus 
siglas en inglés) que también actúan como accesorios de algunas MACPF de vertebrados. Debido a 
que esta secuencia se encuentra siempre asociada a proteínas con dominio MACPF en el extremo N-
terminal y a que no presentan homólogos en vertebrados, proponemos que esta región sería un nuevo 
dominio accesorio de las MACPF exclusivo de invertebrados que por tanto denominamos IMAD 
(Invertebrate MACPF Accessory Domain).   
 
 
 
Figura 5.12. Re-análisis de la PmPV2-67. A: Resultado del BLASTp mostrando la división entre la región Nt-
PmPV2-67 y Ct-PmPV2-67 (línea punteada). B: resultado del análisis por ThreaDom, donde se confirma una 
posible división de dominios. La flecha naranja indica la coincidencia en el sitio de separación de dominios 
obtenido mediante BLASTp (A) y ThreaDom (B). C: representación gráfica de las secuencias recuperadas 
mediante BLASTp de las secuencias Nt (MACPF) y Ct (IMAD, sombreado amarillo) de PmPV2-67. Los 
dominios presentes en cada una de ellas fueron determinados mediante Pfam. La región sombreada en amarillo 
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indica la porción alineada en D. D: alineamiento de las secuencias homólogas a la Ct-PmPV2-67, 
correspondientes al dominio IMAD. Las cisteínas conservadas son señaladas por las puntas de las flechas. La 
C474, exclusiva de P. maculata y P. canaliculata, está recuadrada en negro. 
 
El análisis filogenético indica que la PmPV2-67 se encuentra estrechamente relacionada con la 
proteína tipo perivitelina-2 subunidad 67 kDa de Littorina littorea otro Caenogastropoda, y se ubica 
dentro de un clado que incluye todas las secuencias recuperadas de moluscos (Figura 5.13). Las 
proteínas relacionadas, pertenecientes a los artrópodos, se encuentran agrupadas en otro clado, con 
excepción de XP_013787111.1 de Limulus polyphemus, que aparece como grupo hermano del clado 
de los moluscos. La estrecha relación entre las secuencias permitió obtener un desvío estándar 
promedio de separación de los árboles (DS) menor a 0,01. 
 
 
 
Figura 5.13. Árbol filogenético de las secuencias relacionadas con PmPV2-67. Árbol filogenético obtenido 
por medio de MrBayes a partir de las secuencias recuperadas por BLASTp y alineadas por MUSCLE. Ds: desvío 
estándar promedio de separación de los árboles. Los códigos de las secuencias se corresponden con los 
detallados en la Tabla 5.4. En rojo se resaltan los códigos de las secuencias que fueron recuperadas mediante el 
análisis de BLASTp para la región Ct-PmPV2-67.  
 
La estructura tridimensional predicha por homología de la PmPV2-67 mostró un 100 % de 
confianza. El mejor molde fue la proteína perforina-1 (C3NSJ, Protein Data Bank), una MACPF del 
sistema inmune de vertebrados. La estructura tridimensional de esta subunidad presenta un centro 
formado por una lámina-β retorcida y doblada, flanqueada por dos bloques de α-hélices que 
constituyen las regiones de inserción a membrana (TMH1 y TMH2) (Figura 5.14 A). Estas hélices 
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transmembrana (TMH) alternan residuos aminoacídicos polares y no polares necesarios para su 
función (Figura 5.14 C). El dominio MACPF se conecta con la región Ct por medio de una α-hélice. 
No fue posible modelar la región Ct que contiene al dominio IMAD, ya que aún no se han obtenido 
cristales de ninguna MACPF de invertebrado y por lo tanto carece de un molde con estructura 
tridimensional conocida. A partir del análisis de la estructura se predijo un sitio de unión a Ni+2 cerca 
de la lámina-β central del dominio MACPF donde intervienen los residuos Val67 y Ser138 (Figura 
5.14 B). 
 
 
 
Figura 5.14. Estructura de la PmPV2-67. A: estructura de la PmPV2-67 obtenida mediante Phyre2. Los 
componentes propios de las proteínas MACPF se resaltan con colores: amarillo la lámina-β central, naranja y 
rojo los bloques de α-hélice transmembrana TMH1 y TMH2, respectivamente,  azul la α-hélice conectora con el 
dominio IMAD. El ión níquel (esfera roja) se ubica en la región de la lámina-β central. B: detalle de los residuos 
que participan en la unión del ión Ni
+2 
 según lo predicho por 3D Ligand Site. C: secuencia aminoacídica de los 
bloques de α-hélice transmembrana donde se resalta la alternancia de los residuos polares y apolares. Los 
aminoácidos se colorean de acuerdo a su polaridad: en verde los polares, en naranja los no polares, en rojo los 
cargados negativamente y en azul los cargados positivamente. La numeración corresponde a la proteína sin 
péptido señal. 
 
5.4. Discusión 
5.4.1 Estructura de la PmPV2 
Hasta el presente trabajo de Tesis Doctoral, la única PV2 caracterizada era la PcPV2 de los 
huevos de P. canaliculata. Más aún el conocimiento de la estructura de las perivitelinas de 
invertebrados estaba prácticamente restringido a la PcPV2 y las proteínas mayoritarias de P. 
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canaliculata (PcOvo), P. maculata (PmPV1) y P. scalaris (PsSC) (Dreon et al. 2004, 2008, 2013; 
Frassa et al. 2010; Ituarte et al. 2008, 2010; Pasquevich et al. 2014, 2017).   
En primer lugar, determinamos que la PmPV2 es una proteína oligomérica de ~400 kDa, 
formada por un tetrámero de heterodímeros de una subunidad mayor y una subunidad menor. Las 
secuencias de ambas subunidades presentaron un péptido señal que dirige la síntesis de estas proteínas 
al retículo endoplasmático para su posterior exportación, señalando, además, que las subunidades se 
sintetizan como polipéptidos separados que luego se ensamblan en la estructura cuaternaria nativa. La 
síntesis se realiza en las células albuminosecretoras de la glándula del albumen de la hembra (Catalán 
et al. 2006) y entre las modificaciones postraduccionales en estas células, pudimos determinar que la 
PmPV2 esta glicosilada. Los carbohidratos de las glicoproteínas pueden modificar tanto el peso 
molecular como el pI (Barrabes et al. 2010) y, en efecto, vimos que estos valores variaron levemente 
entre los obtenidos experimentalmente y los obtenidos in silico a partir de las secuencias. Inclusive, la 
subunidad mayor, PmPV-67, exhibió dos isoformas con distinto pI que podrían deberse a la 
glicosilación o la fosforilación como fuera observado en otras perivitelinas (Frassa et al. 2010; Ituarte 
et al. 2010; Pasquevich et al. 2014). Relacionado con esto último, encontramos en las secuencias de 
ambas subunidades sitios probables tanto de fosforilación como de N-glicosilación.  
Mediante SAXS elaboramos un modelo tridimensional de baja resolución cuyas dimensiones, 
Rg y demás características son compatibles con una proteína anisométrica, globular de 400 kDa. 
Asimismo nos permitió generalizar que esta y todas las otras perivitelinas estudiadas son 
anisométricas y con dimensiones acordes a sus correspondientes masas moleculares (Dreon et al. 
2008; Frassa et al. 2010; Pasquevich et al. 2014). Los espectros de fluorescencia, de CD y el análisis 
de SAXS demuestran que la PmPV2 presenta una estructura compacta y bien plegada. La ausencia de 
cofactores que absorban en el rango de luz visible, determina que esta perivitelina, a diferencia de la 
mayoritaria PmPV1, sea una proteína incolora. 
El análisis bioinformático de las subunidades de la PmPV2 permitió encontrar las proteínas 
homólogas, los dominios presentes, y realizar el modelado tridimensional de la misma. La PmPV2-31, 
mostró homología con lectinas de diversos Phyla: cnidarios, priapúlidos, moluscos, equinodermos y 
cordados. Entre otras funciones, las lectinas son cruciales en el sistema inmune innato de animales, 
iniciando la respuesta inmune (Rudd et al. 2001). En invertebrados, son muy importantes ya que el 
sistema inmune innato es el principal medio de defensa bioquímica contra los patógenos (Hoffmann et 
al. 1999).  
En particular, la PmPV2-31 es ortóloga de la PcPV2 de P. canaliculata y el clado que ambas 
conforman se agrupa con las lectinas L6 y tectonina de Achantaster plancii (Echinodermata) y con la 
subunidad de 31 kDa de la proteína tipo perivitelina-2 de Littorina littorea (Mollusca). La gran 
mayoría del resto de las proteínas con elevada similitud pertenecen a Branchiostoma spp (Chordata) e 
Hydractinia (Cnidaria) con dominios lectina y sin una agrupación clara. La lectina L6, perteneciente a 
las taquilectinas-1, reconoce patrones de azúcares de los lipopolisacáridos de bacterias Gram negativas 
(Saito et al. 1995, 1997). Las tectoninas son homólogas a las lectinas L6 y podrían asociarse con 
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funciones semejantes (Huh et al. 1998). Una característica estructural que agrupa a esta familia de 
lectinas es la presencia en su secuencia de seis repeticiones en tándem internas, conformando un 
dominio  β-propeller (Fulop & Jones 1999). Este tipo de plegamiento se observó en PmPV2-31, cuya 
estructura predicha consistió en una hélice (propeller) de seis aspas, pero, a diferencia de otras 
proteínas con esta estructura, la PmPV2-31 no mostró una repetición en tándem de su secuencia, sino 
cierto patrón de repetición de las propiedades fisicoquímicas de los residuos de cada aspa. Finalmente, 
al igual que la FEL de peces (Capaldi et al. 2015) y otras proteínas con estructura β-propeller, la 
estructura predicha para la PmPV2-31 contiene un sitio de unión al ion Ca+2 en el centro de la 
molécula. Si bien la función de este ión no está esclarecida para muchas de estas proteínas, en algunos 
casos, como en la diisopropilfluorofosfatasa del calamar Logigo vulgaris, la mutación de los residuos 
que intervienen en la unión a este metal tiene todo tipo de efectos: desde no afectar su actividad, 
incrementarla en un 30 % o incluso inactivarla (Scharff et al. 2001). Se requieren más análisis para 
determinar el rol del Ca+2 en la PmPV2.  
Por otro lado, la secuencia de la PmPV2-67 presentó homología con proteínas de la familia 
MACPF de varios Phyla, desde protistas hasta vertebrados. Dentro de esta familia de proteínas se 
encuentran toxinas formadoras de poro (PFT) de bacterias y, en eucariotas, otras que juegan un 
importante rol en el sistema inmune de animales, como el sistema del complemento y la perforina de 
vertebrados (Anderluh et al. 2014). A pesar de las distancias filogenéticas entre los grupos, se ha 
reportado que todas las MACPF con estructura conocida muestran un plegamiento tridimensional 
similar, que es la principal característica que sustenta su origen común (Rosado et al. 2007) y que 
encontramos en PmPV2-67. Así, el dominio MACPF se localiza en la región Nt de la secuencia, 
presentando la firma característica de esta familia y un sitio de probable unión a Ni+2 cuya función 
exacta aún no ha sido esclarecida en ninguna MACPF.        
Las MACPF suelen presentar dominios accesorios que participan en la interacción de la 
proteína con la membrana de la célula diana (Reboul et al. 2016). En particular, son comunes 
dominios accesorios ricos en cisteínas en la región Ct de la cadena, como el dominio C2 de la 
perforina y el dominio EGF de las proteínas del complemento, entre otros. En este sentido, la región 
Ct-PmPV2-67 presentó homología con proteínas de la familia Notch, caracterizadas por la presencia 
de repeticiones del dominio EGF. Además, todo el resto de los dominios homólogas al Ct-PmPV2-67 
siempre se encontraron asociados a proteínas MACPF y fueron exclusivas de invertebrados con una 
gran cantidad de aminoácidos conservados, 10 de los cuales son cisteínas. La clara separación de esta 
región del dominio MACPF, la presencia de gran cantidad de aminoácidos conservados, el elevado 
número de cisteínas y la ausencia de proteínas homólogas de vertebrados, nos llevó a considerar la 
posibilidad de que se tratara de un dominio accesorio de las MACPF de invertebrados, que no había 
sido descripto y que hemos denominado IMAD. La estructura y función de este novedoso dominio aún 
no han sido descriptas y es necesario realizar otros análisis que permitan corroborar esta hipótesis.  
Llamativamente, proteínas con similitud con las dos subunidades de la PmPV2, están 
presentes al mismo tiempo sólo en tres de las especies recuperadas por el BLASTp, Gekko japonicus 
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(Chordata), Priapulus caudatus (Priapula) y Littorina littorea (Mollusca). Sin embargo, no hay 
información referida a si existe relación estructural o funcional entre estas dos proteínas en esos 
organismos.  
Finalmente, cabe resaltar que en ningún caso las subunidades de la PmPV2 mostraron 
homología con toxinas proteínicas de gasterópodos como la ecotoxina-2 de Monoplex (Kawashima et 
al. 2003) o las conotoxinas de la familia Conidae (Olivera et al. 1991, 2014). 
 
5.4.2. Estabilidad estructural de la PmPV2 
El análisis de la estabilidad estructural es fundamental para comprender el funcionamiento de 
las proteínas. En el presente trabajo de Tesis Doctoral investigamos el efecto de la temperatura, el pH 
y un caótropo sobre la estabilidad de la PmPV2.  
La estabilidad térmica de las perivitelinas de los caracoles del género Pomacea reviste especial 
importancia dada su oviposición aérea donde los huevos quedan expuestos a altas temperaturas. En 
este sentido, todas las perivitelinas de este grupo descriptas presentan una considerable 
termoestabilidad, pudiendo algunas de ellas tolerar temperaturas >100 °C (Pasquevich et al. 2017). La 
PmPV2 no fue una excepción conservando su estructura sin mayores cambios hasta los 65 °C, 
temperatura por encima de la cual se evidencia pérdida de estructura secundaria, terciaria y 
cuaternaria, pero que es superior a la que se puede encontrar en el ambiente. No obstante, a veces la 
elevada estabilidad térmica no necesariamente es una adaptación a las presiones de selección 
ambientales, sino una consecuencia secundaria de la conformación proteica optimizada para una 
determinada función, por ejemplo para tolerar pH extremos como se detalla a continuación. 
La resistencia a cambios de pH de las perivitelinas puede estar implicada en sus funciones 
como defensas de los huevos contra la depredación, permitiendo la actividad biológica en las 
condiciones encontradas en al tracto gastrointestinal. Como se mencionó anteriormente, parte del 
arsenal de defensas anti-depredador de los huevos de Pomacea tiene como blanco el sistema digestivo 
por medio de compuestos no digeribles (antinutritivos), inhibidores de enzimas digestivas 
(antidigestivos) y lectinas (Secciones 4 y 7 de esta Tesis Doctoral, Dreon et al. 2008, 2013, 2014, 
Ituarte et al. 2018, Pasquevich et al. 2017). La PmPV2 conserva su estructura prácticamente en todo el 
rango de pH analizado, aunque pequeñas alteraciones estructurales se observaron a los pH extremos 
2,0 y 12,0 que no impedirían su función en los sistemas digestivos de vertebrados o invertebrados. 
El caótropo GnHCl completó la visión de la estabilidad de esta proteína donde los cambios en 
los espectros de emisión del Trp durante el desplegado indicaron la existencia de fuertes interacciones 
internas de apagado (quenching) en el estado nativo.  
En resumen, los datos indican que PmPV2 posee características estructurales y de estabilidad 
semejantes a las descriptas para su ortólogo PcPV2 (Dreon et al. 2013; Frassa et al. 2010), es decir 
estabilidad conformacional hasta los 65 °C y entre pH 4,0 y 10,0 (siendo más sensible a pH ácido) así 
como una baja estabilidad al GnHCl.  
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5.5. Conclusión 
La PmPV2 comparte con las perivitelinas estudiadas hasta el momento una estructura 
oligomérica anisométrica. En particular, la PmPV2 consta de dos proteínas propias del sistema 
inmune, MACPF y lectina, unidas por puente disulfuro. En la subunidad con dominio MACPF, hemos 
descripto un dominio accesorio nuevo, el IMAD, aparentemente restringido a los invertebrados y de 
estructura y función aún desconocidas. 
La PmPV2 comparte, además, con otras perivitelinas una alta estabilidad a la temperatura y el 
pH. En particular, la resistencia a la temperatura parece ser un requisito necesario para las proteínas 
acumuladas en los huevos de estas especies, probablemente asociado a la exposición directa a la 
radiación solar y las altas temperaturas del ambiente aéreo. Más aún si consideramos que la época 
reproductiva de estos caracoles se concentra en las épocas del año de mayor temperatura. A su vez, la 
estabilidad en un amplio rango de pH podría tener un rol en la resistencia de estas proteínas al tracto 
gastrointestinal de un potencial depredador cumpliendo funciones defensivas, ya que, como veremos 
en la sección 7, la PmPV2 tienen por blanco al sistema digestivo.   
Finalmente, cabe mencionar que analizar las perivitelinas de otras especies de ampuláridos, 
permitirá tener una idea más acabada acerca del origen y evolución de estas perivitelinas, así como 
también de sus propiedades defensivas dentro de la Familia Ampullariidae.   
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6. Análisis funcional de la PmPV2 
 
6.1. Introducción 
Los huevos son probablemente el estadio más vulnerable del ciclo de vida, ya que su alto valor 
nutricional y su inmovilidad los vuelve una buena fuente de alimento de fácil obtención para 
depredadores y parásitos (Dussourd et al. 1988). Consecuentemente, muchos invertebrados incorporan 
en sus huevos sustancias tóxicas secuestradas a partir del alimento (plantas, algas y esponjas) con el 
fin de disuadir a los depredadores (Becerro et al. 2006; Eisner & Aneshansley 2000; Meinwald & 
Eisner 2008; Schroeder et al. 1999). Por el contrario, los caracoles ampuláridos tienen una estrategia 
defensiva diferente ya que sintetizan sus propios compuestos defensivos en forma de un FPV que 
protege al embrión. Este sistema de defensa es complejo y consta principalmente de perivitelinas 
multifuncionales. Entre ellas, se destaca la presencia de una toxina en los huevos de P. canaliculata, la 
PcPV2. Cuando el FPV de esta especie o la PcPV2 pura es administrada i.p. a ratones en dosis 
subletales, éstos desarrollan síntomas de afectación del sistema nervioso como, por ejemplo, debilidad 
y letargo, taquipnea, parálisis del tren posterior con dificultad de sostener su propio peso, pérdida de 
reflejos, entre otros (Heras et al. 2008). El análisis histopatológico de los animales afectados, mostró 
que la PcPV2 afecta a las astas dorsales de la médula espinal, particularmente las láminas II y III, 
donde se observó una alteración del metabolismo del calcio y la presencia de neuronas en proceso de 
apoptosis (Heras et al. 2008). Toda esta información llevó a considerar a la PcPV2 como una 
neurotoxina. Además de P. canaliculata, la única de las especies de ampuláridos estudiadas hasta la 
actualidad que presenta un efecto tóxico semejante es P. maculata (presente trabajo de Tesis Doctoral, 
sección 4). La identificación en estos huevos de que PmPV2 es estructuralmente semejante a la PcPV2 
(sección 5 del presente trabajo de Tesis Doctoral), hacía suponer que esta perivitelina era la 
responsable de los efectos tóxicos del FPV de esta especie. Como se mencionó anteriormente, estas 
proteínas están conformadas por una subunidad MACPF y otra lectina. 
 Las proteínas MACPF conforman, junto con las citolisinas dependientes de colesterol (CDC), 
la superfamilia CDC/MACPF, que actúa a través de la interacción con membrana y la formación 
ulterior de poros transmembrana, por lo que también se conocen como proteínas formadoras de poros 
(PFPs). La familia de proteínas MACPF es una de las más grande en eucariotas y se encuentra 
representada en todos los reinos, siendo importantes efectores del sistema inmune y mediadores de la 
patogénesis de ciertos organismos (Anderluh et al. 2014). Dentro de esta familia hay un pequeño 
grupo de MACPF con función tóxica reportadas en bacterias, protistas parásitos y hongos, 
denominadas toxinas formadoras de poros (PFTs por sus siglas en inglés) (Peraro & van der Goot 
2016). En los animales, las PFTs son muy raras y sólo han sido descriptas en el veneno del pez piedra 
Synanceia horrida Lineo, 1766 (Ellisdon et al. 2015) y en dos grupos de invertebrados: en el veneno 
de algunos cnidarios (Anderluh et al. 2014) y en los huevos del caracol P. canaliculata (Dreon et al. 
2013; Heras et al. 2008). Sin embargo, el mecanismo mediante el cual actúan las MACPF tóxicas de 
los animales permanece desconocido.    
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 Por su parte, las lectinas comprenden un grupo ancestral de proteínas también dispersas en 
todos los reinos, caracterizadas por unir azúcares con alta especificidad y que, junto con una estructura 
multivalente, son capaces de reconocer y aglutinar células (Nathan & Halina 2007; Varki et al. 2009). 
Las lectinas de animales tienen un rol importante en el sistema inmune innato tanto de vertebrados 
como de invertebrados y, al igual que ocurre con las MACPF, existen lectinas que son tóxicas 
(Peumans & Van Damme 1995). Entre ellas, un pequeño grupo de lectinas tóxicas actúan 
covalentemente unidas a otra cadena polipeptídica con la función tóxica, como la toxina botulínica en 
bacterias y las proteínas inactivadoras de ribosomas (RIPs) tipo-2 en plantas, donde intervienen en el 
proceso patogénico y en la defensa del embrión, respectivamente (Odumosu et al. 2010). Estas han 
sido denominadas “toxinas-AB”, con una porción “B” que se une a la superficie celular (lectina), 
actuando como una subunidad delivery, y una porción “A” que modifica algún blanco de la célula 
desencadenando en general la muerte celular (Alouf 2001). La presencia en la estructura de las PV2s 
de un módulo lectina y un módulo MACPF potencialmente tóxico recuerda a la estructura de las 
toxinas-AB. Además, se demostró que el módulo lectina de PcPV2 se encuentra activo, siendo capaz 
de aglutinar eritrocitos y de reconocer células intestinales tanto en cultivo como in vivo (Dreon et al. 
2013). Sin embargo, poco se conoce acerca de su especificidad de unión a azúcares y de la capacidad 
del módulo MACPF para actuar como una PFP. Con la intención de evaluar estos aspectos de las 
PV2s, el objetivo de esta sección fue caracterizar funcionalmente y el mecanismo de acción de la 
perivitelina-2 de P. maculata (PmPV2). Particularmente, se pretendió estudiar su toxicidad, sus 
actividades lectina y perforina, su interacción con membrana y la interdependencia en la función de 
sus subunidades. 
Teniendo en cuenta la información detallada previamente, planteamos la siguiente hipótesis: la 
proteína PmPV2 de los huevos de Pomacea maculata es una neurotoxina con capacidad de unirse a 
una membrana y formar poros (PFT) mediante un mecanismo semejante al de las toxinas-AB. A partir 
de esta hipótesis realizamos las siguientes predicciones: (1) la PmPV2 será tóxica cuando sea 
inyectada i.p. a ratones y generará los mismos síntomas observados para el FPV; (2) la PmPV2 será 
una lectina activa; (3) la PmPV2 será capaz de formar poros en la membrana plasmática; y (4) la 
PmPV2 se unirá a glúcidos, lípidos y proteínas de la membrana de manera específica. 
 
6.2. Materiales y métodos 
6.2.1. Ensayos de aglutinación 
Teniendo en cuenta que una de las subunidades de PmPV2 está relacionada con proteínas del 
tipo lectina (ver sección 5.3.3.1), se evaluó experimentalmente la actividad lectina por medio de su 
capacidad para aglutinar células. Para este ensayo se utilizaron eritrocitos de conejo obtenidos de las 
facilidades de la FCV-UNLP. Las muestras de sangre fueron obtenidas y los eritrocitos aislados y 
lavados como se describió en la sección 4.2.8. La actividad hemaglutinante fue determinada incubando 
una solución de eritrocitos al 1 % (p/v) con una dilución en base 2 de PmPV2 (3,4 mg/mL). La 
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incubación se llevó a cabo a 37 °C por 1 h. Se ensayaron tres pooles independientes y el resultado fue 
expresado como la mínima concentración de proteínas con actividad aglutinante observable. 
Una vez confirmada la actividad aglutinante (ver sección 6.3.1), el ensayo de hemaglutinación 
se repitió utilizando dos variantes: (1) pre-tratando a los eritrocitos con enzimas hidrolíticas, y (2) 
agregando a la solución distintos monosacáridos para evaluar su competencia por el sitio activo de la 
lectina.  
El pre-tratamiento de los eritrocitos se realizó utilizando las enzimas tripsina (Sigma), una 
serínproteasa que hidroliza específicamente el enlace peptídico del lado C-terminal de los residuos de 
Arg y Lys; y sialidasa (BioLabs), una neuraminidasa que hidroliza las uniones glicosídicas de los 
residuos de ácido neuramínico. Para el tratamiento con tripsina se incubaron 100 μL de paquete de 
eritrocitos con 200 μL de una solución de la enzima 0,1 mg/mL en PBS a 37 °C por 90 min. Para el 
tratamiento con neuraminidasa se incubó 1 mL de paquete de eritrocitos con 2 mL  de neuraminidasa 
0,1 U/mL en PBS a 37 °C por 60 min. Luego de las incubaciones, los eritrocitos se lavaron 4 veces 
con PBS centrifugando a 500 xg, y se utilizaron en ensayos de hemaglutinación como se describió 
previamente. 
Para el ensayo de competencia con monosacáridos, se utilizó una concentración de PmPV2 
que generase aglutinación observable en los experimentos previos (0,8 mg/mL). Los ensayos de 
aglutinación se realizaron como se describió previamente, pero adicionando los monosacáridos 
glucosa (Glc), glucosamina (GlcNH2), N-acetil glucosamina (GlcNac), galastosa (Gal), galactosamina 
(GalNH2), N-acetil galactosamina (GalNac), manosa (Man) o fucosa (Fuc) en una concentración final 
de 0,1 M. La PmPV2 fue incubada por 30 min a 37 °C con las soluciones de monosacáridos antes de la 
incorporación de la solución de eritrocitos.  
 
6.2.2 Lipid dot blot 
Para evaluar la interacción de PmPV2 con los lípidos de membrana se realizó un ensayo de 
lipid dot blot (Munnik & Wierzchowiecka 2013). Para ello se sembraron 1 μL de cada clase de lípido 
sobre una membrana de nitrocelulosa (GE Healthcare) a partir de soluciones madre 2, 1, 0,5 y 0,25 
mM de fosfatidilcolina (PC), fosfatidiletanolamina (PE), fosfatidilinositol (PI), esfingomielina (SM) o 
colesterol (Cho). Los solventes de la membrana se evaporaron a temperatura ambiente bajo campana 
por 1 h y luego la membrana fue bloqueada con una solución de leche en polvo descremada 3 % (p/v) 
en buffer Tris-HCl 10 mM, NaCl 150 mM pH 7,4 durante 2 h. A continuación, la solución de bloqueo 
se reemplazó por una solución de PmPV2 30 nM en el mismo buffer y se incubó por 3 h. Las 
membranas fueron luego lavadas cinco veces con el buffer durante 5 min cada vez, y posteriormente 
incubadas con anticuerpos policlonales de conejo contra PcPV2 (dilución 1:1.000) en una solución de 
leche en polvo descremada 3 % (p/v) en buffer Tris-HCl 10 mM, NaCl 150 mM pH 7,4 por 1 h. 
Seguido a esto, las membranas fueron lavadas nuevamente como se describió antes y se incubó con el 
anticuerpo secundario de cabra anti-IgG de conejo, conjugado con la enzima peroxidasa de rábano 
(BioRad) (dilución 1:4.000) por 2 h. Todas las incubaciones fueron realizadas a temperatura ambiente 
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y con agitación suave. Finalmente, la membrana fue lavada nuevamente y los dots fueron revelados 
por quimioluminiscencia (ver sección 3.7). La presencia de los lípidos fue corroborada mediante la 
incubación de la membrana en una cuba con iodo sublimado.  
 
6.2.3. Ensayos de Patch clamp 
El Patch clamp es una técnica electrofisiológica que permite registrar corrientes eléctricas en 
membranas biológicas. En ellas, se aplica un voltaje y se mide un conjunto de parámetros derivados de 
la corriente. El movimiento de una carga es definida como una corriente (I), mientras que la fuerza 
conductora, medida como el trabajo necesario para mover una carga de un punto al otro, es 
denominado voltaje (V). El camino para el flujo de la corriente a través de una membrana biológica es 
en general un canal iónico y la facilidad con la cual una carga se mueve a través del canal es la 
resistencia (R). La relación entre V, I y R está definida por la ley de Ohm (Ecuación 6.1). 
 
ܸ ൌ ܫ ൈ ܴ  ó  ܫ ൌ ௏ோ  [6.1] 
 
A partir de la ley de Ohm, entonces, se puede predecir que, si el voltaje a lo largo de una 
membrana se mantiene constante, los cambios en la corriente a través de la membrana reflejarán los 
cambios en la resistencia de la misma, y esta es la base de la técnica de Patch clamp. Así, cada cambio 
en la corriente a lo largo del tiempo refleja los cambios en la resistencia, i.e. las aperturas y cierres de 
canales iónicos en la membrana.  
La técnica consiste en la aproximación de una micropipeta de vidrio, por medio de un 
micromanipulador, a la superficie de la membrana de la célula elegida hasta establecer con la misma 
un sello de alta resistencia, superior a 1 GΩ. Las diferentes configuraciones en las que se la puede 
utilizar permiten, por ejemplo estudiar toda la población de canales o receptores presentes en la 
membrana celular (configuración de célula entera o whole cell) o de un único canal o receptor 
(configuración de canal único o single channel). En nuestro caso utilizamos la configuración de célula 
entera. A partir del establecimiento del sello de alta resistencia se realiza una presión negativa desde la 
pipeta, que logra retirar la porción de membrana sellada y permite el intercambio entre el citoplasma y 
el líquido en la pipeta (Figura 6.1).   
Para el experimento observamos las células con un microscopio invertido (Televal 3; Zeiss) 
dentro de una caja de Faraday para filtrar los ruidos eléctricos del ambiente. La señal de corriente 
iónica fue registrada en función del tiempo con un amplificador Axopatch 200A (Axon Instruments), 
se filtró adecuadamente con un filtro de tipo Bessel de 4 polos a una frecuencia de 2 kHz y se 
digitalizó (Digidata 1200 Axon Instruments) con una frecuencia de muestreo de 20 kHz. 
Las soluciones extracelulares fueron perfundidas con una pipeta multivías colocada en la 
proximidad de la célula investigada. Luego de ensayar un protocolo en una célula, se reemplaza la 
cámara experimental por otra conteniendo una nueva muestra de células. En este caso se ensayaron 
diferentes concentraciones de toxina agregada a la solución extracelular (NaCl 150 mM, KCl 5,4 mM, 
FCNyM-UNLP Matías Leonel Giglio Tesis Doctoral-2019 
80
CaCl2 2,5 mM, MgCl2 1,2 mM, glucosa 6 mM, HEPES 5 mM pH 7,4) control. El interior de la 
micropipeta fue rellenado con una solución de KCl 130 mM, EGTA 0,1 mM, HEPES 10 mM pH 7,2. 
 
 
 
Figura 6.1. Diagrama del experimento de Patch Clamp. Se muestra la conexión entre la micropipeta con la 
célula en configuración de célula entera.  
 
En este trabajo se registraron las corrientes macroscópicas evocadas por la aplicación de la 
toxina PmPV2 manteniendo durante todo el experimento el valor de potencial de membrana fijado en -
50 mV. Una vez estabilizada la corriente basal se agregó toxina (0,05 y 0,005 mg/ml) y se analizó la 
corriente evocada en cada caso.   
En otra serie de experimentos se aplicó un protocolo de rampa de voltaje en el cual el 
potencial de la membrana cambia en el tiempo desde un valor de -50 mV hasta +60 mV y luego 
nuevamente a -50 mV. Se registró la corriente evocada por estas rampas de voltaje antes y después del 
agregado de la toxina PmPV2. 
 
6.2.4. Microscopía de fuerza atómica (AFM)  
Mediante imágenes de microscopía de fuerza atómica (AFM), se determinó la interacción de 
la PmPV2 con bicapas lipídicas artificiales formadas sobre un soporte de mica. Para la formación de la 
bicapa se utilizó 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfocolina (POPC, Avanti Polar Lipids) y 
colesterol (Cho, Avanti Polar Lipids) en relación 2:1. Para esto se prepararon vesículas multilamelares 
mezclando la cantidad necesaria de los lípidos disueltos en una solución de cloroformo:metanol (grado 
HPLC, Merck) en proporción 2:1 (v/v) , secándola bajo una atmósfera de nitrógeno y utilizando una 
cámara de alto vacío por 2 h. La mezcla fue luego hidratada utilizando un buffer HEPES 25 mM, NaCl 
150 mM pH 7,4 (buffer de ensayo). La formación de las bicapas lipídicas soportadas (SLB por sus 
siglas en inglés) sobre el sustrato de mica se llevó a cabo por medio de la técnica de fusión de 
vesículas (Jass et al. 2000). Brevemente, las vesículas multilamelares fueron introducidas en un baño 
sonicador FB-15049 (Fisher Scientific Inc.) y tratadas con ultrasonido a 30 °C por 1 h para generar 
vesículas unilamelares pequeñas. Luego, 40 μL de estas vesículas se depositaron sobre un soporte de 
mica de 1,2 cm2 con 20 μL del buffer de ensayo conteniendo CaCl2 3 mM y se incubaron a 30 °C por 
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60 min en una atmósfera húmeda para evitar la evaporación de la muestra. Finalmente, se lavó la 
muestra 3 veces con buffer de ensayo para descartar las vesículas no adheridas.  
Las imágenes de AFM fueron tomadas con un microscopio MultiMode Scanning Prove 
(Veeco) equipado con un controlador Nanoscope V (Veeco), utilizando una celda líquida con una 
capacidad de 500 μL. Las medidas fueron analizadas por medio de una sonda NPS10 (radio de la 
punta de 8-10 nm, 2-10 kHz, fuerza constante 0,06 N.m-1). Las imágenes con resolución de 512 x 512 
píxeles fueron colectadas entre 1 y 1,5 Hz. La altura, la fase y el error de amplitud de las imágenes 
fueron tomados simultáneamente. Se obtuvieron imágenes de las SLB antes y después del agregado de 
50 μL de PmPV2 (1,7 mg/mL) en buffer de ensayo. Los ensayos fueron realizados a 24 °C. 
 
6.2.5. Identificación de posibles receptores de membrana de la PmPV2 
Para identificar posibles receptores de la PmPV2 en la superficie de los eritrocitos, se aisló su 
membrana plasmática siguiendo el protocolo de Matei et al. (2000). Brevemente, los eritrocitos 
aislados y lavados como se describió en la sección 4.2.8 se incubaron en una solución hipotónica (Tris 
10 mM) en relación 20:1 (v/v) buffer:muestra, que por medio del ingreso osmótico de agua, lisó las 
células. Una vez lisados, la solución de eritrocitos se centrifugó a 12.000 xg, donde el pellet resultante 
corresponde a la fracción enriquecida con membrana plasmática, mientras que los componentes 
celulares solubles permanecen en el sobrenadante. El pellet se resuspendió en PBS y la concentración 
proteica fue determinada por el método de Lowry (sección 3.4.1).  
Una vez obtenida la fracción de membrana plasmática, sus proteínas fueron separadas por 
medio de PAGE-SDS (sección 3.5.1.2) y transferidas a una membrana de nitrocelulosa como se 
describió en la sección 3.6. Luego del bloqueo, la membrana se incubó con una solución de PmPV2 30 
nM en PBST con 3 % (p/v) de leche en polvo descremada por 3 h y en agitación suave. El resto de los 
lavados e incubaciones con los anticuerpos primario y secundario fueron realizados como se describió 
en la sección 3.6. El Ac1° utilizado fue el suero anti-PcPV2 en dilución 1:1.000 (v/v). La membrana 
fue revelada por quimioluminiscencia (sección 3.7). 
La única banda de proteína inmunoreactiva fue analizada por medio de espectrometría de 
masas utilizando el servicio del Centro de Estudios Químicos y Biológicos en Espectrometría de 
Masas (CEQUIBIEM, Universidad de Buenos Aires-CONICET). El sistema utilizado fue un 
cromatógrafo EASY-nLC 1000 equipado con una columna C18 Easy-Spray Accucore (Thermo 
Scientific) acoplado a un espectrómetro de masas Q-Exactive con un analizador Orbitrap (Thermo 
Scientific). Las secuencias fueron identificadas por medio del programa Proteome Dircoverer v.1.4, 
utilizando una base de datos de conejo con una tolerancia de precursor de masa programado en 10 ppm 
y una tolerancia de fragmento de masa = 0,05 Da. 
 
6.2.6. Toxicidad 
La toxicidad de la PmPV2 se evaluó en ratones BALB/c AnN hembra (15,7 ± 1,3 g) mediante 
un ensayo de toxicidad a 96 h utilizando el mismo diseño experimental que se describió para el FPV 
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(sección 4.2.9). Los ratones fueron inyectados i.p. con una dosis de 200 μL de PBS o el mismo 
volumen de una dilución seriada de 5 concentraciones de PmPV2. La DL50 fue determinada mediante 
el método estadístico de PROBIT usando el programa EPA-Probit v.1.5 de la US Environmental 
Protection Agency (US EPA) basado en el método de Finney (1971). 
 
6.3. Resultados 
6.3.1. Capacidad aglutinante 
Dada la homología de la subunidad PmPV2-31 con lectinas, se validó experimentalmente su 
capacidad hemaglutinante utilizando eritrocitos de conejo. La PmPV2 mostró una clara actividad 
aglutinante por encima de los 0,8 mg/mL, observándose una débil actividad a los 0,4 mg/mL (Figura 
6.2 A), indicando que la PmPV2 es una lectina activa. Esta capacidad hemaglutinante se redujo con el 
pre-tratamiento de los eritrocitos con tripsina, observándose una reacción positiva débil únicamente en 
la máxima concentración ensayada (3,4 mg/mL), indicando que la PmPV2 reconoce glicanos unidos a 
proteínas, que se digieren casi en su totalidad con la proteasa. La neuraminidasa, por el contrario, no 
mostró un efecto observable sobre la actividad lectina de la PmPV2, por lo que inferimos que no 
reconoce residuos de ácido siálico (ácido neuramínico). 
En el ensayo de competencia con monosacáridos, pudimos observar que sólo la glucosamina y 
la galactosamina bloquean la actividad lectina de la PmPV2, indicando que reconoce específicamente 
monosacáridos aminados no acetilados (Figura 6.2 B). 
 
 
 
Figura 6.2. Ensayos de hemaglutinación. A: capacidad hemaglutinante de la PmPV2 utilizando eritrocitos sin 
tratar o tratados con las enzimas tripsina (+Tripsina) o neuraminidasa (+NANasa). B: ensayo de competencia de 
la PmPV2 con monosacáridos. Los resultados  de bloqueo positivo se resaltan con puntas de flecha. Man: 
manosa; Gal: galactosa; GalNH2: galactosamina; GalNAc: N-acetil galactosamina; Glc: glucosa; GlcNH2: 
glucosamina; GlcNAc: N-acetil glucosamina; Fuc: fucosa. 
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6.3.2. Actividad perforina 
Dado que la subunidad PmPV2-67 pertenece a un grupo de proteínas capaces de perforar 
membranas de la superfamilia CDC/MACPF, se evaluó la capacidad de la PmPV2 para formar poros, 
utilizando la técnica de Patch clamp en células Caco-2 como modelo de célula intestinal. 
Mediante un protocolo de fijación de voltaje en rampa pudimos observar que, en comparación 
con las células control, las Caco-2 expuestas a la PmPV2 (0,05 mg/mL) mostraron un aumento 
inmediato de la corriente macroscópica correspondiente a todos los valores de voltaje evaluados 
(Figura 6.3 A). Así, por ejemplo, el incremento promedio de la corriente a +30 mV fue ~6 veces 
mayor que en las células control (Figura 6.3 B). Como se puede observar en ambos gráficos, el lavado 
posterior de las células tratadas solo provoca una pequeña recuperación de la corriente. 
En un segundo experimento se fijó el voltaje a -50 mV y se midió la corriente macroscópica 
antes y después del agregado de la PmPV2. Se midió durante 1-2 min en condiciones control (con 
solución extracelular fisiológica) e inmediatamente la célula fue expuesta a la misma solución 
conteniendo PmPV2 (0,005 mg/mL). Después de 2-3 min se comienza a observar un aumento de la 
corriente de signo negativo (por convención) que podría deberse al ingreso de cationes o el egreso de 
aniones en la célula (Figura 6.3 C). Además, dicho aumento se produce en incrementos discretos 
(saltos) de corriente que incrementan el valor de la corriente hasta alcanzar un máximo, un 
comportamiento compatible con la formación de poros. Si consideramos, como es usual, que dichos 
poros no poseen selectividad iónica, la conductancia media (G) tiene un valor de 1.116 ± 53 ρS. A 
partir de este dato se pudo estimar el radio de poro (d=2√Gh/σπ), el cual resultó de 7,2 nm, suponiendo 
una conductividad de la solución (σ) de 0,92x10-10 S.m y un espesor de la membrana (h) de 6 nm. Este 
resultado nos permite afirmar que la PmPV2 es una proteína formadora de poros (PFP). 
Por otro lado, para evaluar si el reconocimiento de la superficie celular por parte del módulo 
lectina de la PmPV2 (localizado en la subunidad PmPV2-31) es necesario para la formación de los 
poros, pre-incubamos la proteína con D-glucosamina, un monosacárido que sabíamos es capaz de 
bloquear el módulo lectina (ver sección 6.3.1), y repetimos el experimento anterior. En estas 
condiciones, la PmPV2 no indujo los cambios en la conductancia observados anteriormente, lo que 
indica que el reconocimiento por parte de la lectina es esencial para la acción de la PmPV2 como PFP 
(Figura 6.3 D).  
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Figura 6.3. Ensayos de Patch Clamp. A: gráfico de corriente vs. voltaje en una rampa que va desde -50 mV a 
+60 mV de las células control (línea negra), tratadas con PmPV2 (línea roja) y lavadas (línea azul). B: 
comparación de las corrientes del control y los tratamientos a voltaje constante (+30 mV). C: corriente a voltaje 
fijo (-50 mV) en una célula tratada con PmPV2. Se muestra ampliada la región de los saltos discretos de 
corriente. Inset: amplitud de la corriente de cada salto individual. D: corriente a voltaje fijo (-50 mV) de una 
célula tratada con PmPV2 pre-incubada con D-glucosamina. E: representación gráfica de la interpretación de los 
resultados de Patch clamp en ausencia (arriba) y en presencia (abajo) de glucosamina (GlcNH2). 
 
FCNyM-UNLP Matías Leonel Giglio Tesis Doctoral-2019 
85 
 
6.3.3. Interacción con membrana 
Los experimentos anteriores indicaban que ambas subunidades de la PmPV2 se unen a la 
membrana plasmática, por lo que se evaluaron algunos aspectos relacionados con la interacción de esta 
proteína con lípidos y proteínas de membrana. El ensayo de lipid dot blot mostró que la PmPV2 
interacciona fuertemente con el colesterol y en menor medida con la SM y PC, de forma dosis-
dependiente (Figura 6.4 A). Dada la fuerte interacción con el colesterol se procedió a buscar en las 
subunidades secuencias de unión a colesterol conocidas como CRAC (Cholesterol 
Recognition/interaction Amino acid Consensus sequence) y su secuencia especular, CARC. Debido a 
que los programas de identificación de dominios, como Pfam o PROSITE, en ocasiones no tienen 
suficiente sensibilidad para identificar estos dominios de unión al colesterol, la forma más precisa para 
identificarlos es mediante la búsqueda manual de sus secuencias consenso: L/V-(X)1-5-Y-(X)1-5-R/K y 
R/K-(X)1-5-Y/F-(X)1-5-L/V, respectivamente (Fantini & Barrantes 2013). Así, se identificaron 3 
dominios CRAC en la PmPV2-67 y 11 dominios CARC, de los cuales 8 se ubican en la subunidad 
mayor y 3 en la PmPV2-31 (Figura 6.4 B y Tabla 6.1). 
Mediante el análisis por AFM se evaluó también la interacción de la PmPV2 con una bicapa 
lipídica compuesta de POPC:Colesterol. Las microfotografías previas a la adición de la proteína 
mostraron la imagen típica de una bicapa con esta composición, con un espesor de 5,5 ± 0,3 nm que se 
mantuvo constante por más de 1:30 h (Figura 6.4 C). Al incorporar PmPV2 se puedo observar que esta 
proteína interaccionó heterogéneamente con la bicapa lipídica apareciendo sobre la membrana 
acumulada preferentemente en los bordes libres y protruyendo unos 2,5 nm por encima de la misma 
(Figura 6.4 D y E). La unión de la PmPV2 provocó además un adelgazamiento de la membrana a 2,5 
nm. Notablemente, luego de la incubación de la membrana con la PmPV2 se observaron estructuras 
anulares de 40-100 nm formadas por numerosas estructuras en forma de anillo tipo poro de ~15 nm de 
diámetro interno (Figura 6.4 F). 
También se realizó un experimento para identificar la glicoproteína de membrana con la cual 
la PmPV2 (módulo lectina) estaría interactuando. Para esto las proteínas de membrana de eritrocitos 
fueron separadas por electroforesis y transferidas a una membrana de nitrocelulosa, que fue incubada 
con la PmPV2. Una de las bandas proteicas de ~120 kDa fue inmunodetectada con anticuerpos anti-
PV2 e identificada como una glicoproteína intercambiadora de iones (G1SLY0), relacionada con la 
Banda 3 de la membrana de eritrocitos (Figura 6.4 G).  
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Figura 6.4. Interacción de PmPV2 con membrana. A: interacción con lípidos de membrana por lipid dot blot. 
PC: fosfatidilcolina; PE: fosfatidiletanolamina; PI: fosfatidilinositol; SM: esfingomielina; Cho: colesterol. B: 
ubicación de los dominios de reconocimiento de colesterol CRAC y CARC en las secuencias de la PmPV2 (ver 
Tabla 6.1). C: microfotografía de AFM (arriba) de la bicapa lipídica de POPC:Cho (2:1) y diagrama del espesor 
de la misma (abajo) tomados en 3 puntos (rojo, verde y azul). D: microfotografía de AFM de la bicapa lipídica 
de POPC:Cho expuesta a la PmPV2 en el tiempo (arriba) y diagrama de espesor de la bicapa (abajo) a 3 tiempos 
diferentes (azul, rojo y verde). E: microfotografía tridimensional de la bicapa lipídica expuesta a la PmPV2 por 
8,5 min. F: ampliación de una sección de E (arriba) donde se observan pequeñas estructuras en anillo (puntas de 
flechas). En una de ellas (línea punteada azul) se determinó el perfil de alturas (representado abajo) y se 
determinaron las medidas del poro. G: inmunodetección del posible receptor de PmPV2 en la membrana de 
eritrocitos de conejo (G1SLY0).  
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Subunidad Dominio Secuencia 
PmPV2-67 
CRAC 
40-VADYTCDR-47 
296-LAVKNYLLKAK-306 
310-LDRLTYIR-317 
CARC 
174-KTYGTHYFNKGKL-186 
214-KATFASIL-221* 
233-KEVIEFKESSL-243* 
247-KFFGGQTNL-255 
269-KLPYFMSGTL-280 
299-KNYLLKAKV-307 
312-RLTYIRL-318 
398-RYTQQYMDKTYL-409 
PmPV2-31 CARC 
7-RDEHWPYNYVSV-19 
64-KDKVGYINL-72 
234-RVDTYGTV-241 
 
Tabla 6.1. Secuencias y ubicación de los dominios CRAC y CARC. Los mismos fueron identificados 
manualmente utilizando las secuencias consenso L/V-(X)1-5-Y-(X)1-5-R/K y R/K-(X)1-5-Y/F-(X)1-5-L/V para los 
dominios CRAC y CARC, respectivamente (Fantini et al. 2013). La numeración se corresponde a la proteína sin 
péptido señal. *: dominios CARC encontrados en las regiones transmembrana, THM1/2, de la subunidad 
PmPV2-67. 
 
6.3.4. Toxicidad 
Los ratones inyectados i.p. con la PmPV2 mostraron la misma sintomatología que habíamos 
descripto para el FPV completo (sección 4.3.8). La PmPV2 también produjo la mortalidad de los 
ratones y determinamos una DL50,  96 h de 0,255 mg/kg (Figura 6.5), unas diez veces inferior a la del 
FPV. Este resultado demuestra que la PmPV2 es una potente toxina con efectos neurológicos.  
 
 
 
Figura 6.5. Toxicidad de PmPV2. Determinación de la DL50 96 h de la PmPV2 de P. maculata en ratones. La 
curva de mortalidad (línea azul) fue ajustada a partir de la respuesta de los animales (●). Los datos fueron 
convertidos a valores de PROBIT (♦). La concentración a la cual PmPV2 causa el 50 % de letalidad fue 
calculada a partir de la curva de PROBIT (línea roja) usando el software estadístico EPA-Probit analysis 
program v.1.5. 
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6.4. Discusión 
6.4.1. Toxicidad de la PmPV2 
Entre las proteínas con rol protector del embrión, la  neurotoxina PcPV2 es la única toxina 
reportada dentro de la Familia Ampullariidae. En la sección 4 del presente trabajo encontramos que el 
FPV de los huevos de P. maculata es también tóxico para los ratones y codornices, produciendo 
sintomatologías semejantes a las descriptas para el FPV de P. canaliculata (Heras et al. 2008). En la 
sección 5 de este trabajo corroboramos que la PmPV2 de P. maculata es semejante estructuralmente a 
la PcPV2. La estructura hace a la función y de acuerdo con esto observamos que tuvo un efecto tóxico 
letal en ratones, y en dosis subletales los mismos signos de afección del sistema nervioso que el FPV 
de esta especie (Sección 4) y que la PcPV2 de P. canaliculata (Heras et al. 2008). Más aún, la DL50 de 
esta proteína fue similar a la observada para la PcPV2. Demostramos así que la PmPV2 es el 
componente neurotóxico de los huevos de P. maculata, que de acuerdo a su DL50 se clasifica como 
“extremadamente tóxica” (Heras et al. 2008). Aunque no tan potente como las conotoxinas de los 
caracoles cónidos, PmPV2 se encuentra en el mismo orden de toxicidad que varias neurotoxinas de 
serpientes (Gawade 2004). 
Teniendo en cuenta estos efectos similares y la similitud estructural con su ortólogo PcPV2, 
podemos asumir que actúa del mismo modo que esta toxina afectando la médula espinal, a nivel de las 
láminas II y III de la sustancia gris, alterando el metabolismo del calcio y desencadenando la muerte 
celular programada (apoptosis) de las neuronas (Heras et al. 2008). Sin embargo, el hecho de que las 
PV2s sean proteínas oligoméricas de gran tamaño, excluye cualquier daño por acción directa sobre el 
sistema nervioso central debido a la baja permeabilidad de la barrera hematoencefálica a 
macromoléculas de este tamaño. No obstante, sus heterodímeros son lo suficientemente pequeños 
como para penetrar dicha barrera por endocitosis (Poduslo et al. 1994). Además, se ha demostrado que 
la glicosilación de las proteínas, como ocurre en las PV2s, aumentan su permeabilidad a través de 
dicha barrera (Poduslo & Curran 1994).  
 
6.4.2. Actividades lectina y perforina 
Tanto la PmPV2 como la PcPV2 combinan dos proteínas del sistema inmune innato de 
invertebrados, una MACPF y una lectina, según el análisis bioinformático por homología de secuencia 
(Dreon et al. 2013, Mu et al. 2017). Sin embargo, aunque se había demostrado actividad lectina en la 
PcPV2, no se conocía su especificidad, mecanismo de acción como toxina ni la interacción con 
membranas. En este trabajo de Tesis Doctoral, profundizamos en estos aspectos utilizando la toxina de 
los huevos de P. maculata como modelo. 
La PmPV2, resultó ser también una lectina activa que reconoce específicamente 
monosacáridos aminados. Es interesante que la PmPV2 no reconozca ninguno de los cinco 
monosacáridos más frecuentes reportados para el resto de las lectinas, la manosa, la galactosa/N-acetil 
galactosamina, N-acetil glucosamina, fucosa y ácido siálico (Nathan & Halina 2007). Esta lectina, en 
cambio, reconoce específicamente los grupos NH2 asociados al monosacárido, si bien se requieren más 
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estudios para dilucidar con mayor precisión su especificidad. Como la actividad lectina de la PmPV2 
fue fuertemente inhibida por el pre-tratamiento de los eritrocitos con tripsina, inferimos que la toxina 
estaba interaccionando con una glicoproteína de los eritrocitos y no con los glicolípidos de membrana. 
Logramos identificar esta glicoproteína de membrana, la cual resultó ser una bomba intercambiadora 
de aniones (G1SLY0) relacionada con la proteína Banda 3. Esta glicoproteína abundante de la 
membrana de los eritrocitos está asociada a varias enfermedades en el humano (Reithmeier et al. 
2016). PmPV2 no es la única lectina que interactúa con este receptor, ya que varias lectinas de plantas, 
incluyendo a la aglutinina tóxica de Ricinus communis, mostraron afinidad por éste en eritrocitos 
humanos (Chicken & Sharom 1985).   
A pesar de que la PmPV2 reconoce y aglutina eritrocitos, no mostró actividad hemolítica, 
indicando que el dominio MACPF no es capaz de perforar las membranas de este tipo celular, al 
menos en las condiciones ensayadas. Sin embargo, demostramos que la PmPV2 es una proteína 
formadora de poros (PFP) utilizando otro modelo celular, Caco-2, demostrando que el dominio 
MACPF se encuentra activo. Los poros generados por la PmPV2 en estas células intestinales causaron 
cambios regulares de la corriente eléctrica de sus membranas, cuya magnitud permitió calcular un 
tamaño de poro de ~14 nm de diámetro, valor que se encuentra dentro del rango de las PFP de la 
familia MACPF (Reboul et al. 2016). Al igual que la actividad lectina, esta actividad perforina sobre 
las Caco-2 fue bloqueada al incubar la toxina antes y durante el ensayo con un monosacárido aminado. 
Este resultado indica que la actividad perforina de la PmPV2 depende del reconocimiento celular 
previo por parte de la lectina para poder actuar. Esto está de acuerdo con lo informado en algunas PFP 
de la familia CDC, que interactúan con más de un elemento de la membrana plasmática, permitiendo 
una mayor afinidad y especificidad de unión a la célula blanco (Reboul et al. 2016). En este sentido, la 
acción combinada de la lectina de la PmPV2-31 y el dominio IMAD de la PmPV2-67, podría explicar 
la elevada especificidad de la PmPV2 para solo un determinado tipo neuronal de la médula espinal 
cuando es inyectada i.p. (Heras et al. 2008). 
 
6.4.3. Mecanismo de acción e interacción con membrana 
En cuanto al mecanismo de acción de las MACPF, se sabe que la perforación de la membrana 
plasmática depende exclusivamente del desenrollamiento de las regiones de α-hélice, cuya longitud (> 
40 residuos) le permite extenderse hacia la bicapa lipídica y atravesarla, sin grandes cambios 
conformacionales del resto de la molécula. En estos casos, el dominio MACPF suele conectarse con el 
dominio accesorio Ct de la misma cadena polipeptídica por medio de una α-hélice rígida (Reboul et al. 
2016). El mecanismo de acción de las CDC es algo diferente ya que además del desenrollamiento de 
las α-hélices, involucra un quiebre o doblez de la molécula que acerca los bloques de hélices 
transmembrana relativamente cortos (~30 residuos) a la bicapa lipídica, requiriendo un dominio de 
conexión flexible con el módulo accesorio (Reboul et al. 2016). En este sentido, la estructura predicha 
de la PmPV2 se asemeja más a la de las MACPF, con TMH1 y TMH2 con numerosos (40 y 42) 
residuos aminoacídicos y una región de conexión al dominio Ct en forma de α-hélice presumiblemente 
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rígida; por todo esto podemos inferir que el mecanismo de perforación de la PmPV2 no involucraría 
grandes cambios conformacionales de la molécula aparte del desenrollamiento de las hélices 
transmembrana. Por otro lado, aunque se desconoce el detalle de la unión e inserción de las MACPF a 
la membrana plasmática, algunas, al igual que las CDC, requieren de membranas ricas en colesterol 
(Reboul et al. 2016). En concordancia con esto, demostramos aquí no solo que la PmPV2 presenta 
dominios de unión a membrana CRAC y CARC (dos de estos últimos en las hélices transmembrana 
involucradas en la inserción a la membrana plasmática para formar el poro), sino que es capaz de 
reconocer al colesterol. Más aún, observamos experimentalmente que la PmPV2 es capaz de 
interaccionar con membranas artificiales modelo conteniendo colesterol. En estos ensayos pudimos 
observar que la PmPV2 no sólo fue capaz de interaccionar con las bicapas lipídicas, sino que también 
fue capaz de insertarse en ellas formando estructuras en forma de poros de tamaños que coinciden con 
los que habíamos estimado mediante electrofisiología en las células Caco-2. La capacidad de perforar 
las bicapas artificiales aún en ausencia de glicanos, i.e. de forma independiente a la lectina, puede 
explicarse si tenemos en cuenta que este sistema artificial carece de glicocálix, quedando los lípidos de 
membrana directamente expuestos a las regiones de la MACPF con afinidad a lípidos; situación que 
no ocurre normalmente en una célula. PmPV2 es capaz de desorganizar los lípidos de la bicapa, 
reduciendo su espesor, un comportamiento observado para otras PFP, como las Bax y las colicinas, 
donde se propone como un posible mecanismo de inserción a membrana. En ellas, la unión de las 
porciones anfipáticas a la bicapa “estira” la superficie de la membrana (reduciendo simultáneamente 
su espesor) de forma tal que cuando se alcanza un valor límite de expansión, se inserta el poro para 
reducir la tensión generada (Anderluh & Lakey 2010). 
La PmPV2 y la PcPV2, son las únicas lectinas covalentemente unidas a toxinas reportadas 
hasta la actualidad en animales, el resto están restringidas a las bacterias y las plantas, donde se las 
conoce como toxinas-AB (Odumosu et al. 2010). En particular, en la naturaleza se han encontrado 
sólo 2 tipos de toxinas-AB con una estructura heterodimérica, las toxinas RIP tipo-2 de plantas y las 
neurotoxinas botulínicas que, al igual que las PV2s, también ingresan al cuerpo mediante ingestión. 
Estas toxinas tienen además en común que el módulo ¨B¨ (lectina) está unido por puente disulfuro a la 
subunidad tóxica o módulo “A”, formando el heterodímero. Se cree que la característica unificadora 
del módulo B en este tipo de toxinas, es dirigir el componente tóxico de la proteína hacia la superficie 
de la célula blanco por medio del reconocimiento y la interacción específica con los glicanos de la 
membrana (Boraston et al. 2007), hecho que se demuestra para la PmPV2 en este trabajo. La presencia 
de toxinas-AB en animales, está restringida a las PV2s de P. canaliculata y P. maculata (Heras et al. 
2008, presente trabajo de Tesis Doctoral, sección 5). En el presente trabajo de Tesis Doctoral, 
demostramos por primera vez, según nuestro conocimiento, que ambos módulos de las PV2s se 
encuentran activos y que la función tóxica de la perforina dependería del reconocimiento de una 
glicoproteína de membrana por parte de la lectina.  
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6.5. Conclusión 
El análisis filogenético de los dominios lectina y perforina de la PmPV2 indica que ambas son 
proteínas del sistema inmune innato de los invertebrados. Existe validación experimental de esto en 
otro caracol, Littorina littorea, donde se encontró que la LlPV2-67 (tipo perforina PmPV2-67) 
aumenta su expresión tras la exposición a patógenos (Gorbushin 2016). Podemos hipotetizar que estas 
dos subunidades, entonces, habrían evolucionado independientemente cumpliendo, al principio, 
funciones inmunes. En este sentido, concluimos que la novedad evolutiva de las toxinas PV2s de P. 
canaliculata y P. maculata no está relacionada con la expresión de la macromolécula per se, sino con 
la unión de dos proteínas preexistentes para dar origen a una nueva entidad con actividad tóxica, i.e. 
una neofuncionalización de las proteínas inmunes acumuladas en los huevos. Sin embargo, se 
requieren otros análisis para corroborar esta hipótesis como así también para rastrear el origen 
evolutivo de la actividad tóxica dentro de la Familia Ampullariidae. 
Sería importante analizar la evolución de las subunidades de las PV2s en los ampuláridos y 
rastrear el origen de la toxina PV2 dentro de esta Familia. Esto permitiría, a su vez, correlacionar el 
origen de las distintas estrategias defensivas encontradas en los huevos con el desarrollo de la 
estrategia inusual de oviposición aérea. 
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7. Interacción de la PmPV2 con el sistema digestivo 
 
7.1. Introducción 
Las células epiteliales del tracto digestivo están expuestas al contenido del alimento ingerido, 
por lo que no sorprende que éstas sean un blanco para proteínas defensivas. En este sentido, las plantas 
han desarrollado una gran variedad de lectinas tóxicas que interaccionan con las glicoproteínas de 
membrana de la superficie luminal del sistema digestivo de su depredador, teniendo un importante rol 
en la defensa de las semillas contra la depredación (Peumans & Van Damme 1995). En los animales, 
sin embargo, defensas similares de los embriones han sido descriptas sólo en los huevos de los 
caracoles del género Pomacea y en la espuma que la rana de túngara Engystomops pustulosus produce 
para anidar sus huevos (Dreon et al. 2010, 2013, 2014; Fleming et al. 2009; Pasquevich et al. 2017). 
Como se ha mencionado previamente, existen en los huevos de Pomacea varias perivitelinas con 
actividades defensivas que se complementan, muchas de las cuales tienen por blanco el sistema 
digestivo del posible depredador, incluyendo componentes antinutritivos, inhibidores de enzimas 
digestivas y lectinas tóxicas que afectan a la células intestinales (Dreon et al. 2010, 2013, 2014, Ituarte 
et al. 2018, sección 4 y 6 del presente trabajo de Tesis Doctoral). 
Algunos estudios evaluaron los efectos del FPV de Pomacea sobre el sistema digestivo in vivo 
en animales modelo. Por ejemplo, se ha observado que la administración oral del FPV de P. 
canaliculata causa una disminución de la tasa de crecimiento en ratas (Dreon et al. 2014). Asimismo, 
tanto en ratas como en ratones, el FPV de esta misma especie causa también grandes cambios 
morfológicos en la mucosa del intestino delgado, reduciendo su superficie absortiva (Dreon et al. 
2014; Giglio et al. 2018). En un estudio reciente de la perivitelina PsSC de P. scalaris, por el 
contrario, se observó que la ingestión de esta proteína induce un alargamiento y estrechamiento de las 
vellosidades intestinales de ratas, con un incremento de la superficie absortiva (Ituarte et al. 2018). Por 
otro lado, el FPV de P. canaliculata mostró una fuerte actividad citotóxica sobre células intestinales 
en cultivo de la línea Caco-2, indicando la presencia de toxinas que, de alguna manera, pueden dañar a 
los enterocitos (Dreon et al. 2014). Relacionado con esto último, ensayos in vivo han demostrado que 
la exposición del tracto gastrointestinal de ratones al FPV de P. canaliculata aumenta la permeabilidad 
de la barrera digestiva (Giglio et al. 2018).  
El FPV tanto de P. canaliculata como de P. maculata también es capaz de inhibir proteasas en 
ensayos in vitro (Dreon et al. 2008, presente trabajo de Tesis, sección 4). Además, ensayos in vivo 
mostraron que la exposición del intestino delgado al FPV de P. canaliculata disminuye la actividad de 
las disacaridasas presentes en las membranas de enterocitos (Giglio et al. 2018). Este conjunto de 
inhibidores de enzimas ha sido sugerido como un sistema de defensa antidigestiva. 
Por otro lado, el FPV de algunas especies de Pomacea contiene además componentes 
indigeribles, que disminuyen el valor energético de los huevos (defensa antinutritiva). Por un lado, en 
este trabajo de Tesis Doctoral brindamos evidencia de que el componente mayoritario de los huevos, 
el galactógeno, sería refractario a la digestión por parte de las glicosidasas más frecuentes de un 
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potencial depredador (sección 4). Por su parte, existe amplia evidencia de que las perivitelinas más 
abundantes del FPV de las especies de Pomacea son resistentes a la acción las enzimas digestivas 
(Dreon et al. 2010; Ituarte et al. 2012; Pasquevich et al. 2017). Es así que en un ensayo in vivo en 
ratones, se recuperó en las heces casi la totalidad de la perivitelina PmPV1 administrada oralmente sin 
grandes cambios estructurales (Pasquevich et al. 2017). La perivitelina PV2 de P. canaliculata 
también es relativamente estable a la actividad de las enzimas digestivas tanto in vitro (Dreon et al. 
2013; Frassa et al. 2010) como in vivo, siendo capaz, incluso, de unirse al glicocálix de los enterocitos 
de la mucosa intestinal de ratas y a la superficie de las células Caco-2, modificando su morfología 
general (Dreon et al. 2013). Finalmente, en el presente trabajo demostramos que la proteína homóloga, 
PmPV2, también interacciona con la membrana de estas células, mostrando además que es capaz de 
perforarla por medio de estructuras en forma de poro (sección 6). Esto sugeriría que las PV2s podrían 
estar modulando algunas de las alteraciones morfofisiológicas del sistema digestivo antes 
mencionadas.  
A pesar de los numerosos efectos que causa el FPV de estos caracoles sobre el sistema 
digestivo, poco se conoce acerca del rol de las perivitelinas en ellos. Por esto, el objetivo de esta 
sección fue analizar los efectos causados en el intestino por la perivitelina PmPV2, con especial 
énfasis en su efecto sobre el modelo celular Caco-2 y sobre la morfología de las vellosidades del 
intestino delgado. Además, se evaluó la capacidad de esta perivitelina para ingresar a la circulación 
sistémica desde el tracto gastrointestinal.  
A partir de esta información planteamos la siguiente hipótesis: la PmPV2 es capaz de tolerar la 
digestión gastrointestinal, unirse a las células intestinales y causar la citotoxicidad en las células y los 
cambios morfológicos de la mucosa gastrointestinal observados para el FPV completo. A partir de esta 
hipótesis realizamos las siguientes predicciones acerca de la PmPV2: (1) será capaz de tolerar la 
digestión gastrointestinal simulada in vitro e in vivo; (2) se unirá a las células intestinales tanto en 
cultivo como in vivo; (3) será citotóxica para las células intestinales; (4) modificará la morfología 
celular de las células intestinales y la morfología de las vellosidades del intestino de ratones; (5) será 
capaz de perturbar la barrera gastrointestinal e ingresar al sistema circulatorio de ratones. 
 
7.2. Materiales y métodos 
7.2.1. Marcado fluorescente de la PmPV2  
Con el objeto de visualizar parte del comportamiento de la PmPV2, esta proteína fue marcada 
con el fluoróforo Alexa Fluor 488 por medio de un kit comercial (Life Technologies-Molecular 
Probes) y siguiendo las instrucciones del fabricante. El colorante Alexa Fluor reacciona con las aminas 
primarias de las proteínas formando un conjugado que fluoresce en color verde con un máximo de 
absorción y emisión de 494 nm y 519 nm, respectivamente. Luego de la purificación del conjugado, la 
eficiencia de marcaje de la PmPV2 se estimó en unos 3,3 moles de fluoróforo por cada mol de 
proteína. Se utilizó BSA marcada con Alexa Fluor 488 (Life Technologies-Molecular Probes) como 
control negativo.  
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7.2.2. Resistencia de la PmPV2 a la digestión gastrointestinal 
En esta sección, se evaluó la resistencia de la PmPV2 a la digestión simulada in vitro 
emulando las condiciones fisicoquímicas propias del tracto gastrointestinal de un vertebrado siguiendo 
la metodología descripta por Moreno et al. (2005) con algunas modificaciones que se describen a 
continuación. La PmPV2 disuelta en agua mili-Q se expuso a una fase gástrica incubando a 37 °C por 
120 min a pH 2,5 en presencia de pepsina porcina (Sigma Aldrich) en una relación enzima:sustrato de 
1:20 (p/p). Se tomaron alícuotas del producto de digestión a 0, 60 y 120 min que fueron analizados por 
PAGE-SDS (Sección 3.5.1.2). Luego se procedió a la digestión duodenal in vitro, donde el producto 
de digestión gástrica de 120 min fue utilizado como material de partida. Para esta fase se ajustó el pH 
de la muestra a 8,5 con NaOH 0,1 M y buffer Tris-HCl 150 mM. Este aumento de pH detiene la 
actividad de la pepsina y proporciona las condiciones apropiadas para la actividad de la siguiente 
enzima digestiva. A la solución resultante se le agregó 0,25 M de una sal biliar, el ácido taurocólico 
(Sigma Aldrich), y tripsina pancreática bovina (Sigma Aldrich) en una relación enzima:sustrato de 
1:2,7 (p/p). La mezcla fue incubada a 37 °C y se tomaron alícuotas a 0, 60 y 120 min para su análisis 
por PAGE-SDS (Sección 3.5.1.2). En ambos casos, la reacción enzimática fue detenida incubando las 
alícuotas con buffer conteniendo SDS y β-mercaptoetanol a 100 °C por 10 min. Para ambas fases 
digestivas se utilizó BSA en presencia o ausencia de enzima como control positivo y negativo, 
respectivamente. Con el objetivo de determinar la digestibilidad de la PmPV2 por la pepsina y la 
tripsina, se realizó una digestión in silico con estas enzimas de las secuencias de las subunidades 
previamente obtenidas (Mu et al. 2017) y utilizando la herramienta PeptideCutter 
(https://web.expasy.org/peptide_cutter/) (Gasteiger et al. 2005). 
 
7.2.3. Interacción de la PmPV2 con células Caco-2 
Como se mencionó anteriormente, la línea celular Caco-2 expresan varias características 
morfológicas y bioquímicas de los enterocitos del intestino delgado (Pinto et al. 1983), volviéndola un 
modelo de estudio óptimo para evaluar efectos sobre el sistema digestivo. 
 
7.2.3.1. Unión a Caco-2 
Previo al análisis del efecto de la PmPV2 sobre la línea celular Caco-2, se evaluó la capacidad 
de la proteína para unirse a su superficie celular. Para esto, células Caco-2 del pasaje #72 fueron 
sembradas en una placa de 24 pocillos (Greiner Bio-one) y se incubaron a 37 °C por 48 h, momento en 
que alcanzaron un ~65 % de confluencia. A continuación, las células fueron lavadas dos veces con 
PBS por 5 min e incubadas con PmPV2 o BSA marcadas con Alexa Fluor 488 en PBS (0,4 mg/mL) 
por 1 h a 37 °C. Se realizó un segundo grupo control negativo incubado las células con PBS. Luego, se 
repitieron los lavados con PBS y las células fueron inmediatamente observadas y fotografiadas 
utilizando un microscopio invertido de fluorescencia (Olympus IX-71). 
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7.2.3.2. Efectos sobre la morfología celular 
Una vez confirmada la interacción de la PmPV2 con la superficie de las células Caco-2 (ver 
sección 7.3.2.1) se evaluó el efecto de esta proteína sobre la morfología celular mediante AFM. Para 
ello se sembraron células del pasaje #80 sobre cubreobjetos activados con HCl 1 % (v/v) en etanol 70° 
por 60 min y se incubaron a 37 °C por 24 h, período en el cual alcanzaron un ~90 % de confluencia. A 
continuación, el medio de cultivo fue reemplazado por una solución de PmPV2 0,05 mg/mL en 
DMEM y se incubó a 37 °C por otras 24 h. Luego del tratamiento las células fueron lavadas dos veces 
con PBS cubriendo la superficie del cubreobjetos por 5 min. A continuación, las células fueron fijadas 
reemplazando el PBS secuencialmente por etanol (grado HPLC, Carlo Erba) 35°, 45°, 55°, 75°, 85°, 
96° y 100°, incubando por 5 min en cada paso. Las células fueron fotografiadas utilizando un 
microscopio óptico de campo claro (Olympus IX-71) antes y después de la fijación para evaluar 
cualquier efecto en la morfología debido a este paso. 
Las imágenes de AFM fueron obtenidas en seco, utilizando un microscopio MultiMode 
Scanning Probe Microscope (Veeco) equipado con un controlador Nanoscope V (Veeco). Las medidas 
fueron tomadas inmediatamente después de la fijación en un modo tipo Tapping®, utilizando una 
punta recubierta con nitruro de silicio (RTESP, Veeco, radio nominal de punta de 8-12 nm, 271-311 
kHz, fuerza constante de 20-80 N.m-1). Las frecuencias de escaneo fueron de 0,5 Hz. 
El análisis fue realizado primero en un área amplia (50 x 50 μm) con una sola célula, y luego 
restringido a la superficie celular para obtener imágenes en secciones de 15 x 15 μm y de 5 x 5 μm. El 
mismo procedimiento fue repetido en 6 células diferentes (3 control y 3 tratadas con PmPV2).  
La rugosidad de la membrana fue evaluada teniendo en consideración los parámetros 
cuantitativos Rq, Ra e ISAD, siendo Rq el valor cuadrático medio de las desviaciones en altura,  Ra la 
media aritmética de las desviaciones en altura a partir del valor de rugosidad promedio, e ISAD (Image 
Surface Area Difference) la diferencia entre la superficie tridimensional con respecto a la superficie 
bidimensional proyectada. Se examinaron 3 células de cada grupo y se calculó la rugosidad en cuatro 
áreas de 5 x 5 μm en cada célula. El análisis de las imágenes de AFM fue realizado utilizando los 
programas Nanoscope 7.30 y Nanoscope Analysis 1.5.  
 
7.2.3.3. Citotoxicidad 
El efecto citotóxico de la PmPV2 sobre las células Caco-2 fue evaluado utilizando el ensayo 
de bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio o MTT (Denizot & Lang 1986). Este 
ensayo se basa en la reducción metabólica del MTT, un compuesto amarillento soluble en agua, por 
parte de la enzima mitocondrial succinato-deshidrogenasa para dar formazán, un compuesto insoluble 
de color azul. Este ensayo permite detectar la funcionalidad mitocondrial de las células tratadas y, a 
partir de ello, estimar la supervivencia y proliferación celular.  
Para este ensayo, 200 μL de una suspensión celular del pasaje #75 fue incubado en una placa 
de 96 pocillos (Greiner Bio-one) a 37 °C por 24 h. Luego, se adicionaron 50 μL de una dilución 
seriada en base 2 de PmPV2 (0,55 mg/mL) en PBS y se incubó a 37 °C por otras 24 h. Los pocillos 
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control fueron incubados con 50 μL de PBS. Posteriormente al tratamiento, el medio de cultivo fue 
reemplazado por DMEM fresco conteniendo 0,5 g/L de MTT y se incubó a 37 °C por 1 h. A 
continuación, se centrifugó la placa a 500 xg por 10 min en una centrífuga Avanti J-E utilizando un 
rotor de ángulo variable JA25-50 (Beckman Coulter, Inc.). El sobrenadante fue descartado y las 
células fueron lavadas tres veces con PBS, repitiendo el paso de centrifugación en cada vez. El pellet 
resultante fue resuspendido en 200 μL de DMSO, el cual solubiliza los cristales de formazán. Después 
de unos minutos, se registró la absorbancia de cada pocillo a 540 nm, con sustracción de fondo a los 
640 nm, en un lector de microplacas Multimode Detector DTX-880 (Beckman Coulter, Inc.). La 
viabilidad celular fue expresada como porcentaje relativo al control. La DL50 fue calculada por el 
método de PROBIT utilizando el programa EPA-Pobit v.1.5 de la US Environmental Protection 
Agency (US EPA) basado en el método de Finney (1971).  
 
7.2.3.4. Determinación de apoptosis/necrosis 
Luego de determinar que la PmPV2 es citotóxica para las células Caco-2 (ver sección 7.3.2.2), 
se procedió a determinar el tipo de muerte celular desencadenada en las células por esta toxina. Para 
esto se utilizó el método de doble marcación con las sondas anexina V e ioduro de propidio (IP), 
seguido del análisis por citometría de flujo para detectar las poblaciones celulares (Vermes et al. 
1995). La anexina V es una proteína que se une a fosfolípidos de manera dependiente de Ca+2, 
preferentemente a la fosfatidilserina de la membrana plasmática, un fosfolípido de la cara interna que 
se transloca a la cara externa en las etapas tempranas de la apoptosis. De esta manera, conjugada con 
un fluoróforo, como el FICT, puede utilizarse como sonda para detectar apoptosis. El IP se une al 
ADN nuclear, pero no puede atravesar la membrana plasmática, por lo tanto, sólo produce una señal 
positiva en caso de que la membrana plasmática se permeabilice o el núcleo este desnudo (Fried et al. 
1976), indicio de procesos de necrosis. Las células viables no se marcan con ninguna de las dos 
sondas.    
Para este ensayo se sembraron 2 mL de una suspensión de células Caco-2 en placas de 6 
pocillos (Greiner Bio-one) y se incubó a 37 °C por 24 h. Luego, se adicionó 100 μL de PmPV2 (1 
mg/mL) 24, 12, 3, 1, 0,5 y 0,25 h antes de ser tripsinizadas. El mismo volumen de PBS fue utilizado 
como control. Luego de tripsinizar las células, la suspensión celular fue lavada 2 veces y resuspendida 
en buffer de unión (HEPES 10 mM, NaCl 140 mM, CaCl2 pH 7,4) hasta una concentración de 2x106 
células/mL. A continuación, se agregó anexina V-FICT e IP (BD Biosciences) siguiendo las 
indicaciones del fabricante y se incubó a temperatura ambiente por 15 min en oscuridad. 
Inmediatamente, se determinaron las poblaciones celulares utilizando un citómetro de flujo BD 
FACSCalibur (BD Biosciences). Los datos fueron analizados mediante el programa de acceso libre 
Flowing Software v.2.5.1. El porcentaje de células en apoptosis correspondió al porcentaje de células 
sólo anexina V positivas (FICT+/IP-), el porcentaje de necrosis incluyó tanto a las células doble 
positivas (FICT+/IP+) como a las IP positivas (FICT-/IP+), mientras que el porcentaje de células viables 
correspondió a las células doble negativas (FICT-/IP-). 
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7.2.3.5. Ensayo de resistencia eléctrica transepitelial (TEER) 
Dada su citotoxicidad, se evaluó la capacidad de la PmPV2 para desestabilizar una monocapa 
de células intestinales, como indicio de su capacidad para alterar la barrera intestinal. Para esto, 500 
μL de una suspensión de Caco-2 fue sembrado en un sistema transwell ThienCert de 8,4 mm de 
diámetro y 0,4 μm de tamaño de poro (Greiner Bio-one) para una placa de 24 pocillos colocando 2 mL 
de medio en cada pocillo (Figura 7.1). El medio fue recambiado cada dos días en ambos 
compartimientos. A partir de las 48 h se siguió su resistencia eléctrica transepitelial (TEER por sus 
siglas en inglés) cada 24 h utilizando un voltímetro EVOM-Epithelial (World Precision Instruments 
Inc.) hasta que alcanzó un valor constante, momento en que las células Caco-2 están diferenciadas y la 
monocapa está completamente formada. Luego, se agregaron 100 μL de una dilución seriada en base 
10 de PmPV2 (2 mg/mL) en PBS. La TEER fue medida a diferentes tiempos durante las siguientes 96 
h. Los datos fueron expresados como porcentaje de TEER relativo al valor inicial (0 h). 
 
 
 
Figura 7.1. Representación gráfica del equipo para medir TEER. La monocapa de células crece sobre la 
membrana porosa del transwell. El voltímetro mide la conductancia de la corriente que hay entre el 
compartimiento superior y el compartimiento inferior a través de la membrana porosa.  
 
7.2.4. Interacción de la PmPV2 con el intestino de ratones 
7.2.4.1. Efectos sobre la morfología intestinal 
Una vez analizados los efectos de la PmPV2 sobre las células intestinales in vitro, se evaluó el 
efecto de la toxina sobre el sistema digestivo de ratones. En primer lugar, se estudió el efecto de la 
toxina sobre la morfología intestinal de ratones. Para esto se analizaron tres grupos de ratones BALB/c 
de 6 animales cada uno (3 machos y 3 hembras). A un grupo se le administró via oral 300 μL de PBS 
conteniendo 400 μg de PmPV2 12 h antes de la extracción del intestino (grupo de 1 dosis). A un 
segundo grupo de ratones se le administró una dosis de 300 μL de la misma solución cada 24 h por 4 
días y, luego de 12 h de la última dosis, se extrajeron sus intestinos (grupo de 4 dosis). El grupo 
control recibió un volumen equivalente de PBS. Las administraciones orales fueron llevadas a cabo 
utilizando una sonda de acero inoxidable N° 22 asociado a una jeringa de 1 mL de volumen y fue 
completada dentro de los 30 s. Inmediatamente después del sacrificio de los animales y la extracción 
del intestino se tomaron muestras cilíndricas de intestino delgado que fueron fijadas en formol 4 % por 
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24 h en una relación fijador:muestra de 40:1 (v/p). A continuación, las muestras fueron deshidratadas 
mediante su incubación por 1 h en mezclas de alcoholes crecientes de 35°, 45°, 55°, 75°, 96° y 100°. 
Seguidamente, se incluyeron en Histoplast® y se cortaron en láminas de 5 μm de espesor. Las muestras 
fueron posteriormente teñidas con hematoxilina-eosina. Además, se utilizó la técnica de PAS para 
resaltar la distribución de los carbohidratos y las células caliciformes. Adicionalmente, se determinó la 
presencia de PmPV2 unida a la mucosa intestinal por medio de inmunohistoquímica (IHQ) utilizando 
anti-suero de conejo contra PcPV2 (1:200 v/v). 
Finalmente, se determinó el índice de amplificación de la superficie absortiva siguiendo el 
método de Kisielinski et al. (2002). Este método asume que toda la mucosa está constituida de 
unidades geométricas formadas por una vellosidad cilíndrica con la punta redondeada y una cripta 
cilíndrica. A partir de ello estima el índice de amplificación de la superficie (M) según la Ecuación 7.1. 
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  [7.1] 
 
donde Av y Lv son el ancho y el largo de la vellosidad, respectivamente, y Ac es el ancho de la cripta. 
En nuestro caso, estos parámetros se midieron en 15 vellosidades y criptas orientadas apropiadamente 
y seleccionadas al azar de las muestras de intestino de cada ratón.  
 
7.2.4.2. Determinación del destino e internalización in vivo 
Se evaluó el destino y la internalización de la PmPV2 administrada por via oral. Para ello, tres 
grupos de nueve ratones BALB/c cada uno, recibieron (i) 150 μL de PBS, (ii) 150 μL de BSA marcada 
con Alexa Fluor 488 (75 μg) en PBS, y (iii) 150 μL de PmPV2 marcada con Alexa Fluor 488 (75 μg) 
en PBS. Tres ratones de cada grupo fueron sacrificados a las 2, 6 y 8 h post administración y se 
removieron asépticamente sus placas de Peyer (PPs) (9 PPs/ratón), ganglios mesentéricos (GM) y el 
resto del intestino delgado (ID). Por un lado, los ID fueron homogeneizados con 5 mL de PBS en un 
homogeneizador tipo Potter (DragonLab). Por otro lado se prepararon suspensiones celulares de las 
PPs y los GM en PBS por medio de maceración mecánica sobre una malla de acero inoxidable de 0,23 
mm de diámetro y 0,5 mm de abertura (Sheridan & Lefrancois 2012). A continuación, las 
suspensiones celulares se lavaron dos veces con PBS y se centrifugaron a 500 xg por 10 min para 
eliminar la proteína marcada extracelular. Finalmente, las células fueron resuspendidas en 5 mL de 
PBS. Luego, 100 μL del homogenato o de las suspensiones celulares fueron sembrados en una 
microplaca para fluorescencia de 96 pocillos de fondo plano (Corning) y la fluorescencia fue medida 
en un lector de microplacas Multimode Detector DTX-880 (Beckman Coulter, Inc.). La fluorescencia 
(en unidades arbitrarias) fue corregida por la eficiencia de marcado y la molaridad (UA/eficiencia x 
mol). 
 
7.2.4.3. Inmunización oral 
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Se evaluó la capacidad de la PmPV2 de generar respuesta inmune en los ratones cuando 
ingresa por vía oral. Para esto, se utilizaron grupos de tres ratones hembra BALB/c, a los que se les 
administraron dos dosis de 150 μL de las siguientes soluciones: (i) PBS, (ii) PBS + 800 μg de PmPV2, 
y (iii) 3 mg de FPV de P. macualta. La segunda dosis fue administrada 19 días después de la primera. 
La inmunización de los ratones a la PmPV2 fue determinada a través de la detección de los 
anticuerpos IgG anti-PmPV2 presentes en el suero y a través de la evaluación de la resistencia de los 
ratones a los efectos tóxicos de esta proteína.  
Tres días después de la segunda dosis, se tomaron muestras de sangre de los ratones por 
punción en la mejilla. La sangre fue incubada a 37 °C por 1 h para permitir la formación de un coágulo 
y luego se incubó a 4 °C toda la noche para promover su retracción y separación del suero. El suero 
fue entonces obtenido por centrifugación a 25 xg por 20 min y mantenido a -70 °C hasta su uso. La 
detección de los anticuerpos se realizó por medio de protein dot blot. Para esto, se sembraron spots de 
0,05 μg de PmPV2 sobre membranas de nitrocelulosa (Amersham), las cuales fueron bloqueadas 
incubándolas toda la noche en una solución de 5 % (p/v) de leche en polvo descremada en PBST a 4 
°C. A continuación, las membranas se incubaron con las soluciones de suero (1:100) de cada ratón en 
3 % (p/v) de leche en polvo descremada en PBST. Luego de lavar 5 veces con PBST por 5 min cada 
vez, la reactividad de los anti-sueros fue detectada por medio de su incubación con anticuerpos anti-
IgG de ratón conjugado con peroxidasa de rábano (1:3.000, BioRad) y reveladas por 
quimioluminiscencia (sección 3.7).  
Por último, 12 días después de la segunda dosis, el mismo grupo de ratones fue inyectado i.p. 
con 200 μL de una solución de PBS conteniendo 22,4 μg de PmPV2 (esto es, 1 mg/kg), una dosis 4 
veces mayor a la DL50 determinada en la sección 6.3.4 Se analizaron los síntomas y la supervivencia 
de los ratones dentro de las 96 h.  
 
7.3. Resultados 
7.3.1. Resistencia a la digestión gastrointestinal 
Como se mencionó anteriormente, para actuar sobre el tracto gastrointestinal de un posible 
depredador, la PmPV2 debe tolerar los cambios de pH y las enzimas digestivas. El análisis de 
digestión enzimática in silico muestra que las subunidades de la PmPV2 presentan varios sitios de 
corte tanto para la pepsina como para la tripsina, indicando que es totalmente digerible. La subunidad 
mayor presenta 151 y 48 sitios de corte y la subunidad menor 76 y 23 sitios para la pepsina y la 
tripsina, respectivamente. Habiendo demostrado que la PmPV2 es estructuralmente estable en un 
amplio rango de pH (sección 5.3.2.2), aquí se evaluó su capacidad de tolerar una digestión 
gastrointestinal simulada in vitro.    
Luego de 2 h de exposición a la fase gástrica, a pH ácido en presencia de pepsina, se observa 
que no hay una degradación perceptible de las subunidades de la PmPV2 (Figura 7.2 A), mientras que 
en el control positivo se observa la degradación total de la BSA. Cuando la proteína incubada 2 h en la 
fase gástrica es luego expuesta por 2 h a la fase intestinal, a pH alcalino en presencia de tripsina, 
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(Figura 7.2 B), solo se observa una mínima degradación, evidenciada por la presencia de nuevas 
bandas de menor peso molecular. Del mismo modo que ocurre en la fase gástrica, en el control 
positivo de fase intestinal se observa una degradación total de la BSA.  
Obtuvimos además evidencias de que la PmPV2 tolera la digestión gastrointestinal in vivo (ver 
más adelante). 
 
 
Figura 7.2. Resistencia de la PmPV2 a la digestión gastrointestinal in vitro. A: Fase gástrica. PmPV2 
expuesta 0, 60 y 120 min a la enzima pepsina a pH 2,5. B: Fase duodenal. PmPV2 expuesta 0, 60 y 120 min a la 
enzima tripsina a pH 8,5. En cada fase se realizó un control positivo (C+) de BSA con enzima y otro control 
negativo (C-) de BSA en ausencia de enzima. 
 
7.3.2. Interacción y efecto de la PmPV2 sobre Caco-2 
7.3.2.1 Unión y efectos sobre su morfología 
Las células expuestas por 1 h a la PmPV2 mostraron marca fluorescente en su superficie 
(Figura 7.3 C y F) comparándolas con los controles de PBS sin proteína marcada (Figura 7.3 A y D) y 
de BSA (Figura 7.3 B y E). Llamativamente, las células marcadas con la toxina aparecen parcialmente 
desprendidas de la superficie y adquieren una morfología redondeada y de mayor tamaño. Por su parte, 
las células con morfología normal permanecen adheridas a la superficie y carecen de marca, indicando 
que la PmPV2 afecta morfológicamente a las células. 
 
 
Figura 7.3. Unión de PmPV2 fluorescente a Caco-2. Las imágenes fueron tomadas en un microscopio óptico 
invertido en modo de contraste de fases (A-C) y en modo de fluorescencia (D-F). Se utilizaron controles con 
PBS (A, D) y con BSA-Alexa Fluor 488 (B, E). Las flechas indican a la PmPV2 unida a las células Caco-2. 
FCNyM-UNLP Matías Leonel Giglio Tesis Doctoral-2019 
102 
 
Dado el cambio morfológico observado en el experimento de unión a Caco-2, procedimos a 
cuantificar los cambios en la membrana plasmática por AFM. Las células control se observan ovoides 
de ~35 μm y límites celulares bien definidos (Figura 7.4 A). Las células tratadas con PmPV2 presentan 
una morfología más irregular, de aspecto granulado, y con los límites celulares más difusos (Figura 7.4 
B). En estas últimas se observan pequeñas estructuras redondeadas de ~1,8 μm de naturaleza 
desconocida. La imagen ampliada de las células control (Figura 7.4 C) muestra que su superficie 
parece ser más homogénea que la de las células tratadas con PmPV2 (Figura 7.4 D). Para el cálculo de 
la rugosidad de estas células se utilizaron las imágenes de 5 x 5 μm (Figura 7.4 E) a partir de las cuales 
se estimaron los parámetros Rq, Ra e ISAD (Figura 7.4 F).  La rugosidad de las células tratadas es ~40 
% mayor al de las células control como se estima a partir de los datos de Rq y Ra, mientras que el área 
superficial (ISAD) se incrementó un ~200 % en las células tratadas con respecto a las células control. 
Estos resultados indican un importante incremento de la rugosidad en la membrana de las células 
expuestas a la PmPV2.  
 
7.3.2.2. Citotoxicidad 
Las células Caco-2 expuestas a diferentes concentraciones de PmPV2 muestran una 
disminución de su viabilidad de manera dosis dependiente (Figura 7.5 A), donde la solución de 
PmPV2 más diluida (1,73 μg/mL) redujo la viabilidad en un ~20 % y la mayor concentración (111 
μg/mL) alcanzó una reducción de la misma en un ~80 %. A partir de esta información, la DL50 de este 
experimento fue estimada en 0,03 mg/mL. Cuando las células tratadas con PmPV2 fueron analizadas 
por citometría de flujo, se observaron cambios en las poblaciones celulares. El grupo control mostró 
un nivel basal de células apoptóticas (<2 %) y células necróticas (alrededor del 35 %), mientras que la 
mayoría de sus células permanecieron viables (Figura 7.5 B). Las Caco-2 expuestas a la PmPV2 
mostraron un incremento de células necróticas con la concomitante disminución de las células viables, 
mientras que la población de células apoptóticas no mostró cambios significativos (Figura 7.5 C-E). 
Las células necróticas fueron evidentes a partir de los 30 min de exposición (Figura 7.5 F) y el 50 % 
de letalidad fue alcanzado en un tiempo estimado de 1,04 h. En cualquier caso, las células apoptóticas 
representaron menos del 2 % del total.  
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Figura 7.4. Efecto de la PmPV2 sobre la morfología de Caco-2. A y C: morfología general de las células 
control (A: 50 x 50 μm; C: 15 x 15 μm). B y D: morfología general de las células tratadas con 0,05 mg/mL de 
PmPV2 (B: 50 x 50 μm; D: 15 x 15 μm). E: topografía tridimensional de secciones de membrana de 5 x 5 μm de 
las células Caco-2 control y tratadas con PmPV2. F: comparación de los parámetros de rugosidad Rq, Ra e 
Image Surface Area Difference. 
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Figura 7.5. Citotoxicidad de PmPV2 sobre células Caco-2. A: efecto citotóxico de la PmPV2 sobre una 
monocapa de células Caco-2 evaluado por el ensayo de MTT. Los valores son la media ± Ds de cuatro réplicas. 
B-E: ensayo de doble marcación con anexina V-FICT e IP analizado por citometría de flujo. Nubes de células 
control (B) y células expuestas a la PmPV2 por 0,5 h (C), 3 h (D) y 24 h (E). F: porcentaje de células necróticas 
(línea continua) y apoptóticas (línea discontinua) de las células tratadas con PmPV2 (líneas naranjas) y control 
(líneas azules). El porcentaje de células en apoptosis correspondió al porcentaje de células FICT+/IP-, el 
porcentaje de necrosis FICT+/IP+ y FICT-/IP+ y el porcentaje de células viables FICT-/IP-.   
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7.3.2.3. Capacidad de alterar una monocapa de células intestinales 
El efecto de PmPV2 sobre células intestinales diferenciadas y organizadas en una monocapa 
compacta se evaluó midiendo la conductancia a lo largo del tiempo, en un ensayo de TEER (Figura 
7.6). La monocapa de Caco-2 expuesta a la PmPV2 mostró una fuerte disminución de la resistencia en 
menos de 1 h a la mayor concentración de toxina (2 mg/mL). A una concentración intermedia de 0,2 
mg/mL, la disminución de la resistencia ocurrió de forma progresiva entre las 3 y 10 h, mientras que 
por encima de las 10 h se mantuvo relativamente constante hasta el final del experimento. La menor 
concentración de toxina (0,02 mg/mL) no mostró un efecto significativo sobre la conductancia de la 
monocapa de Caco-2 dentro del tiempo de ensayo. 
 
 
 
Figura 7.6. Efecto de la PmPV2 sobre la resistencia eléctrica transepitelial (TEER) de una monocapa de 
células Caco-2. Los resultados se expresan como porcentaje de TEER con respecto a 0 h. Las barras representan 
la media ± Ds de tres réplicas. *: P< 0,05; **: P< 0,01; ***: P< 0,001. 
 
7.3.3. Interacción y efecto de la PmPV2 sobre el intestino de ratones 
7.3.3.1 Efectos sobre la morfología intestinal 
La administración oral de la PmPV2 causó cambios morfológicos en la mucosa intestinal de 
ratones (Figura 7.7), especialmente luego de administrar 4 dosis de la toxina. Los principales cambios 
observados con respecto al grupo control (Figura 7.7 A) fueron una disminución en el largo y un 
aumento en el ancho de las vellosidades ya evidente en los ratones tratados con una sola dosis (Figura 
7.7 C), pero más notorio en los que recibieron 4 dosis (Figura 7.7 E). En este último grupo se 
observaron frecuentes vellosidades fusionadas en forma de “lengua”. La tinción de PAS, fue moderada 
en el glicocálix de las vellosidades y las criptas, mientras que la mucina de las células caliciformes 
mostró una fuerte coloración tanto en el control (Figura 7.7 B) como en los ratones tratados (Figura 
7.7 D y F). Se observó que la mucosa duodenal de los animales tratados exhibió un mayor número de 
células caliciformes con respecto al grupo control. 
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Figura 7.7. Efecto de la PmPV2 sobre el intestino delgado de ratones. A,C,E: coloración con hematoxilina-
eosina en ratones control (A) y tratados con 1 (C) y 4 (E) dosis de PmPV2. Inset: vellosidades fusionadas con 
forma de “lengua” señaladas por asteriscos. B,D,F: coloración con PAS, donde se resaltan las células 
caliciformes (flechas) en los ratones control (B) y tratados con una (D) o con cuatro (E) dosis de PmPV2. La 
barra representa 100 μm. 
 
A partir de estos resultados se determinó el efecto de los cambios morfológicos causados por 
la PmPV2 sobre la superficie absortiva de la mucosa intestinal. Se pudo observar que la superficie de 
absorción del intestino de los animales tratados disminuyó entre un 10 y 12 % con respecto de los 
animales control (Figura 7.8). 
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Figura 7.8. Efecto de la PmPV2 sobre la superficie absortiva. Cambios en el índice de amplificación de la 
superficie de serosa a mucosa (M) estimada según el método de Kisielinski (2002). Se utilizaron grupos de 
ratones control (barra blanca) y grupos de ratones tratados con una dosis (barra gris) o cuatro dosis (barra negra) 
de 400 μg de PmPV2. Los resultados se expresan como la media ± Ds de entre 37 y 68 vellosidades por cada 
tratamiento. **: P< 0,01; ***: P< 0,001. 
 
Por otro lado, mediante el estudio por IHQ se detectó la presencia de PmPV2 en la superficie 
de las vellosidades de los ratones tratados (Figura 7.9), indicando que la toxina tolera la digestión 
gastrointestinal in vivo y se une específicamente al glicocálix de los enterocitos maduros. 
 
 
 
Figura 7.9. Interacción de la PmPV2 con enterocitos de ratones. Inmunohistoquímica del intestino de un 
ratón control (A) y de un ratón tratado con 400 μL de PmPV2 (B). La PmPV2 unida a los enterocitos se visualiza 
pardo-amarilla. La barra representa 100 μm. 
 
Otro hecho destacable es la presencia de cúmulos de células apoptóticas en las placas de Peyer 
de los ratones tratados con PmPV2, indicando que la toxina alcanza esta estructura e induce en sus 
células la muerte celular programada (Figura 7.10). 
 
FCNyM-UNLP Matías Leonel Giglio Tesis Doctoral-2019 
108
 
 
Figura 7.10. Efecto de la PmPV2 en las placas de Peyer (PPs) de ratones. A: PPs de ratón control. B: PPs de 
ratón tratado con PmPV2. Los cúmulos de células apoptóticas se indican con puntas de flechas. Los preparados 
fueron coloreados con hematoxilina-eosina. La barra representa 100 μm.  
 
7.3.3.2 Destino e internalización 
Se analizó la capacidad de la PmPV2 de tolerar la digestión in vivo empleando ratones. Luego 
de la administración oral se determinó que a las 2 y 6 h, la PmPV2 persiste en mayor cantidad que la 
BSA (2 h: p < 0.0001 F: 86,85 df: 2 t: 8,219; 6 h: p = 0,0291 F: 4,818 df: 2 t: 2,986) (Figura 7.11 A). 
Más aún, en ambos tiempos, la relación de PmPV2:BSA fue de 2,8 y 4,9, respectivamente (Figura 
7.11 B) indicando que PmPV2 tiene mayor resistencia a la digestión y, por tanto, una permanencia en 
el ID más prolongada. A las 8 h, solo se observó una leve diferencia en las cantidades de PmPV2 y 
BSA. 
Con el objeto de comprender los efectos citotóxicos y el mecanismo de entrada de la PmPV2, 
analizamos la internalización de la PmPV2 en los sitios inductivos de la mucosa intestinal (PPs y 
GMs). Dos horas después de la inoculación se detectó una mayor cantidad de PmPV2 en las PPs (p= 
0,027 F: 5,597 df: 5 t: 3,077) en comparación con la BSA, mientras que a las 6 h no se observó una 
diferencia significativa (Figura 7.11 C). Al igual que en el ID, la proporción PmPV2:BSA fue de 3,6 y 
7,8 a las 2 y 6 h, respectivamente, indicando que a estos tiempos, una gran cantidad de PmPV2 se está 
internalizando en las PPs (Figura 7.11 D). En los GMs la PmPV2 no siguió un comportamiento claro, 
y no se observaron diferencias con el control tratado con BSA (Figura 7.11 E y F). 
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Figura 7.11. Destino e internalización de la PmPV2 fluorescente en el intestino de ratón. A-B: intestino 
delgado (ID). C-D: placas de Peyer (PPs). E-F: nódulos linfáticos mesentéricos (GMs). Los resultados 
corresponden a la media ± Ds de la fluorescencia (UA/efi.mol) para cada grupo (n=3) y corresponden a dos 
experimentos independientes. La proporción de PmPV2:BSA fue calculada como el cociente de los promedios 
de la fluorescencia (UA/efi.mol) para la PmPV2 y la BSA administrada a diferentes tiempos (2, 6 y 8 h). *: P< 
0,05; **: P< 0,01; ***: P< 0,001. 
 
7.3.3.3 Inmunización oral 
Con el objetivo de estudiar la actividad inmunogénica de la PmPV2, se evaluó su capacidad de 
producir una respuesta inmune adaptativa en ratones inoculados con la toxina por via oral. Por medio 
del protein dot blot se detectaron anticuerpos IgG anti-PmPV2 en los sueros de los ratones tratados 
tanto con 3 mg de FPV como con 800 μg de PmPV2 (Figura 7.12 A). Además, los ratones 
inmunizados sobrevivieron a la inyección i.p. de 1 mg de toxina, i.e. 4 veces la DL50 previamente 
determinada (Figura 7.12 B) sin mostrar ningún signo de intoxicación. Los ratones del grupo control 
no mostraron reactividad anti-PmPV2 y, cuando fueron inyectados i.p. con la toxina, todos mostraron 
los síntomas neurológicos reportados previamente (sección 4.3.8) seguidos de su muerte. 
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Figura 7.12. Inmunización oral contra la PmPV2. A: análisis de protein dot blot de los ratones administrados 
con PBS (control), 800 μg de PmPV2 (PmPV2) o 3 mg de FPV de P. maculata (FPV). B: porcentaje de ratones 
que resistieron a una inyección i.p. de 1 mg de PmPV2 luego de la inmunización con PBS (barra blanca),  con 
800 μg PmPV2 (barra gris) y con 3 mg de FPV (barra negra). 
 
7.4. Discusión 
7.4.1. Resistencia a la digestión gastrointestinal y unión a las células intestinales 
Como se ha mencionado anteriormente, la PmPV2 es estructuralmente estable en un rango de 
valores de pH (sección 5) entre los que se encuentra la mayoría de los fluidos digestivos de 
vertebrados e invertebrados (Nation 2002; Randall et al. 1997). En esta sección demostramos que la 
PmPV2 es resistente a la digestión gastrointestinal tanto simulada in vitro como in vivo en ratones. En 
el ensayo in vitro, la mayor parte de la PmPV2 permanece indigerible. Si bien una pequeña proporción 
se ve alterada por la enzimas digestivas, en un contexto fisiológico, la digestión gastrointestinal por un 
potencial depredador estaría aún más limitada debido a que la PmPV2 sería ingerida junto con 
inhibidores de enzimas (Dreon et al. 2010, Giglio et al. 2018, sección 4 del presente trabajo de Tesis 
Doctoral). Esta hipótesis se corroboró mediante la administración oral a roedores donde se detectó en 
el intestino una gran proporción de la PmPV2 fluorescente luego de 6 h. Más aún, la PmPV2 se unió al 
glicocálix de los enterocitos también indicando que llega al intestino en una conformación activa. La 
capacidad de la PmPV2 de unirse a las células intestinales fue también demostrada mediante ensayos 
in vitro con células Caco-2. Observaciones similares fueron descriptas para la PcPV2 (Dreon et al. 
2013). La resistencia a la digestión gastrointestinal parece ser una característica frecuente en varias 
perivitelinas de los huevos de Pomacea (Dreon et al. 2010, 2013; Ituarte et al. 2018; Pasquevich et al. 
2017) y es una característica compartida por las proteínas defensivas de muchas semillas de plantas 
(Dreon et al. 2010), como las lectinas tóxicas RIP (Lord & Hartley 2010; Moreno et al. 2005; Peumans 
& Van Damme 1995).  
    
7.4.2. Efecto sobre el intestino, capacidad de atravesar la barrera intestinal e inducción de la respuesta 
inmune 
Las toxinas que entran al cuerpo del depredador via oral tienen que unirse, primero, a las 
células epiteliales y luego ser trasportadas a la circulación general. El hecho de que la PmPV2 sea una 
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lectina activa (sección 6) capaz de unirse a la superficie de las células Caco-2 y al epitelio duodenal 
sugiere la interacción de esta toxina con glicoconjugados de la superficie de los enterocitos. La unión 
de la PmPV2 a la superficie de células Caco-2 in vitro produce en ellas un cambio morfológico 
drástico, un desprendimiento de la superficie donde crecen y una disminución de su viabilidad, 
indicando que esta proteína es tóxica para estas células intestinales. Estos resultados indican también 
que ambos módulos de la PmPV2 son activos sobre estas células, la lectina para su unión al glicocálix 
y la MACPF para su toxicidad por medio de la formación de poros en la membrana plasmática 
(sección 6 del presente trabajo de Tesis Doctoral). Estas propiedades son análogas a las de muchas 
lectinas de plantas, cuya toxicidad es atribuida principalmente a la unión a los glicanos de la superficie 
de las células del intestino delgado, lo cual interfiere con el proceso de digestión y causa 
anormalidades anatómicas (Cooper et al. 1987; Pusztai 1981, 1995, 1996). La PmPV2 y el FPV de la 
especie hermana P. canaliculata (Dreon et al. 2014; Giglio et al. 2018) también tienen otros efectos 
similares a los observados para lectinas de plantas (Marzo et al. 2002; Pusztai 1996) tales como 
cambios morfológicos en las células y en las vellosidades intestinales, con disminución de la 
superficie absortiva y aumento en el número de células secretoras de moco. En conjunto, estos 
resultados indican que, además de ser una neurotoxina cuando se administra i.p., la PmPV2 es una 
enterotoxina al ingresar por via oral. Hasta donde sabemos, no existe mención de este tipo de efectos 
en toxinas de otros animales pero, nuevamente, un efecto similar se ha descripto para proteínas de 
plantas. Toxinas con un efecto dual enterotóxico y neurotóxico sólo ha sido reportado en bacterias, 
como es el caso de la citotoxina de Shigella dysenteriae (Eiklid & Olsnes 1983). 
En este trabajo demostramos otros efectos que no han sido estudiados para otras lectinas 
tóxicas. Así, la toxina PmPV2 fue capaz también de alterar la permeabilidad de una monocapa de 
células intestinales en cultivo, indicando que es potencialmente capaz de alterar la barrera intestinal. 
En este sentido, recientemente se ha demostrado que la administración oral del FPV de P. canaliculata 
induce un incremento en la tasa de absorción total, resultado de la contribución tanto de la vía 
paracelular (a través de las uniones entre las células) como transcelular (a través de los enterocitos) 
(Giglio et al. 2018). El incremento de la permeabilidad intestinal puede generar la entrada excesiva de 
macromoléculas de la dieta o derivadas de microbios (Menard et al. 2010; Perrier & Corthesy 2011), 
lo cual también contribuiría a la toxicidad de la PmPV2. Por otro lado, la presencia de grandes 
cantidades de PmPV2 en las células de las placas de Peyer indicaría que también podría estar 
ingresando por las células M presentes en estas estructuras. Cabe recordar que las células M son 
inductoras de la respuesta inmune, dirigiendo los antígenos a las células dendríticas quienes los 
procesan y los presentan a las células del sistema inmune, desencadenando las respuesta inmune 
adaptativa con memoria (Ćirković Veličković & Gavrović-Jankulović 2014). Estos resultados 
indicarían que la PmPV2 ingresaría al sistema por varias vías (Figura 7.13). Sin embargo, no se pudo 
concluir si la PmPV2 que ingresa vía placas de Peyer se dirige a los nódulos linfáticos mesentéricos 
antes de ingresar al sistema. Por tanto, se requieren otros ensayos para tener una idea más acabada del 
paso de la PmPV2 por la barrera intestinal.  
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Figura 7.12. Posibles vías de la PmPV2 para atravesar la barrera intestinal. De acuerdo a la información del 
presente trabajo de Tesis Doctoral para la PmPV2 y datos previos de su homóloga, la PcPV2, se determinó que 
estas toxinas pueden emplear varias vías para atravesar la barrera intestinal. Los ensayos de permeabilidad 
indican que la PmPV2 podría ingresar por medio de los enterocitos, ya sea por la vía transcelular (1) o 
paracelular (2). Los ensayos con PmPV2 fluorescente indican otra posible vía de ingreso a través de las placas de 
Peyer, por medio de las células M (3), desde donde podría dirigirse a los nódulos linfáticos mesentéricos (4).  
 
Independientemente del mecanismo mediante el cual la PmPV2 atraviesa la barrera intestinal, 
esta toxina estimula el sistema inmune de los ratones en una cantidad ínfima (~0,8 mg) comparada con 
la que ingeriría un depredador que predase sobre una puesta de huevos de esta especie (~67 mg, 
sección 4). La respuesta humoral generada se caracterizó por la presencia en circulación de 
anticuerpos IgG específicos y por dañar las células inmunitarias presentes en las placas de Peyer. Esta 
respuesta es similar a la provocada en ratones y ratas por numerosas lectinas dietarias de plantas 
(Lavelle et al. 2000; Tchernychev & Wilchek 1996; Vasconcelos & Oliveira 2004).  
 
7.5. Conclusión 
Evitar la depredación es esencial para la supervivencia de la mayoría de los organismos y bajo 
esta presión de selección han evolucionado una gran diversidad de mecanismos para evadir a los 
depredadores. En este trabajo de Tesis hemos develado parte de las estrategias empleadas por los 
ampuláridos del género Pomacea que sugieren que la adquisición de proteínas originalmente de 
reserva que adquirieron nuevas capacidades funcionales, puede haber conferido una ventaja para la 
supervivencia de sus huevos e, incluso, para promover su diversificación y dispersión.  
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Así, la presión de selección ejercida por los depredadores, y por el ambiente donde se 
desarrollan los huevos probablemente llevó a la adquisición de nuevas características en sus proteínas 
de reserva. Entre ellas, resalta la combinación de dos proteínas del sistema inmune no relacionadas en 
una nueva proteína con propiedades neurotóxicas y enterotóxicas, funciones que no habían sido nunca 
atribuidas ni para las lectinas (Vasta & Ahmed 2008) ni para las perforinas (Rosado et al. 2008) de 
animales. Cabe resaltar que los huevos, al igual que las semillas, son blancos inmóviles y, por lo tanto, 
particularmente vulnerables. En este sentido, es interesante notar que los huevos de ampuláridos y las 
semillas de las plantas habrían desarrollado defensas bioquímicas convergentes para proteger a sus 
embriones como una adaptación a la depredación, incluyendo la acumulación de proteínas tóxicas 
dirigidas al sistema digestivo (Dreon et al. 2013; Peumans & Van Damme 1995).  
  
FCNyM-UNLP Matías Leonel Giglio Tesis Doctoral-2019 
114 
 
 
 
 
CONCLUSIONES 
GENERALES 
  
8 
FCNyM-UNLP Matías Leonel Giglio Tesis Doctoral-2019 
115 
 
8. Conclusiones generales 
 
De acuerdo con los resultados del presente trabajo de Tesis Doctoral se destacan las siguientes 
conclusiones: 
 Se realizó la primera caracterización completa de los huevos de un caracol del género 
Pomacea.  
 Se describió la presencia en los huevos de P. maculata de múltiples defensas reportadas sólo 
para los huevos de P. canaliculata, siendo éstos los únicos ampuláridos estudiados hasta la 
actualidad cuyos huevos poseen actividad tóxica. 
 Se demostró por primera vez que el galactógeno, el polisacárido de reserva sólo presente en 
los huevos de gasterópodos, es refractario a la digestión por glicosidasas, brindando la primera 
hipótesis de por qué se ha seleccionado este azúcar frente al glucógeno: representaría una 
defensa antinutritiva disminuyendo el valor nutritivo de los huevos de gasterópodos. 
 Se identificó y determinó la estructura, función y mecanismo de acción de la proteína 
responsable de la toxicidad de los huevos de P. maculata, denominada PmPV2, generando la 
siguiente información: 
 Consiste en un octámero compacto, bien plegado y muy estable frente a las temperaturas 
encontradas en el ambiente y frente al tracto gastrointestinal de potenciales depredadores.  
 Presenta la neofuncionalización de una lectina y una toxina MACPF formadora de poros, 
ambas del sistema inmune que combinadas forman la primer toxina-AB descripta en animales. 
 Se demostró experimentalmente que ambas subunidades (lectina y toxina MACPF) presentan 
las funciones predichas por análisis bioinformáticos.  
 Se describió por primera vez en animales parte del mecanismo de acción y de interacción con 
membrana de una toxina formadora de poros de la familia MACPF.  
 Se identificó a PmPV2 como la responsable de las alteraciones morfofisiológicas del intestino 
observadas en roedores al ingerir el FPV. 
 Se describió la primer neurotoxina en eucariotas que además es una enterotoxina.  
 Se demostraron las vías por las que atraviesa la barrera intestinal y alcanza la circulación 
sistémica, brindando la primera evidencia de cómo podría llegar al sistema nervioso central 
para generar sus efectos neurológicos.  
Los resultados del presente trabajo de Tesis Doctoral indican que los huevos de P. maculata 
poseen un sistema de defensa bioquímico complejo para repeler depredadores, integrando diversas 
defensas mediadas por azúcares y proteínas que a la vez sirven de nutrientes para el embrión y por 
toxinas contra las que los depredadores aún no se han adaptado. Este sistema defensivo de Pomacea es 
muy efectivo y permitiría explicar la escasez de depredadores de sus huevos.  
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Asimismo el descubrimiento de mecanismos de acción novedosos de moléculas bioactivas de 
reciente aparición evolutiva en los huevos de Pomacea, pone a disposición nuevas herramientas 
potencialmente aplicables en biotecnología y biomedicina. 
 Finalmente, cabe resaltar que día a día se acumula más información que realza la novedosa 
convergencia evolutiva entre las defensas de los huevos de animales y las semillas de las plantas, 
hecho que se vuelve cada vez más evidente con el creciente número de defensas descriptas en los 
huevos de ampuláridos que sólo son comparables con las encontradas en las plantas.  
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Publicaciones en revistas científicas a partir del presente trabajo de Tesis 
Doctoral 
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